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INTRODUZIONE 
 
La capacità di criopreservare e stoccare sia le strutture, che le funzioni di cellule o 
tessuti, gioca un ruolo chiave in molte aree della biologia e della medicina.  
Nel campo della riproduzione assistita, la tecnica della crioconservazione è stata 
applicata già nel 1980, ottenendo nel 1983 la prima gravidanza da embrioni 
congelati, terminata però a 21 settimane per un’infezione (Trounson AO. 1983). 
Un’ anno dopo si è avuta invece la nascita di un bambino, sempre da 
trasferimento di embrioni, congelati e scongelati successivamente (Zeilmaker GH. 
1984).  
Il primo grande successo è stato però la possibilità di criopreservare gli embrioni a 
singola cellula (zigoti). Questo ha potuto alleviare alcuni problemi etici e morali, 
in quanto lo zigote non era definito come un embrione vero e proprio, 
specialmente in alcuni paesi europei come la Germania, la Svizzera e l’Italia dove 
era vietato il congelamento di embrioni (Orief  Y.2005).  
Un passo sicuramente ancora più vantaggioso, sia dal punto di vista etico/morale 
ma soprattutto dal punto di vista clinico, è stato la possibilità di criopreservare 
ovociti umani.  
La crioconservazione degli ovociti rappresenta una delle maggiori sfide della 
ricerca scientifica nell’ambito della fecondazione assistita, sia perché può 
risolvere una serie di problemi morali, legali e religiosi legati al congelamento 
degli embrioni, ma soprattutto perché può portare ad alcune interessanti e 
vantaggiose applicazioni cliniche; infatti è l’unica metodologia che permette di 
conservare la fertilità in donne che vanno incontro ad una menopausa precoce, o 
che soffrono di patologie pelviche che distruggono le ovaie, come l’endometriosi, 
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cisti ovariche ed infezioni ricorrenti. Per curare tali patologie potrebbe essere 
necessaria l’asportazione delle ovaie, e l’utilizzazione degli ovociti congelati 
durante un programma di fecondazione assistita, garantirebbe il mantenimento 
della fertilità. Possono giovarsi dello stoccaggio degli ovociti anche pazienti che si 
devono sottoporre a trattamenti chemio-radioterapici, in analogia a quanto già da 
tempo si attua con la conservazione degli spermatozoi in azoto liquido. 
I primi tentativi di applicare la tecnica di crioconservazione di ovociti umani nella 
routine clinica risale al 1986 (Chan 1986 ). Non è stata però una sorpresa che 
questi studi non sono significativamente progrediti, visto l’inadeguatezza dei 
protocolli e delle metodologie.  
La crioconservazione degli ovociti ha infatti incontrato maggiori difficoltà 
tecniche dello stoccaggio dei gameti maschili o degli embrioni, a causa delle 
peculiarità citologiche e conformazionali dell’ovocita stesso, ed ha sollevato 
alcuni interrogativi circa la possibilità di indurre aneuploidia in seguito 
all’esposizione dei gameti ai crioprotettori, ai processi di raffreddamento e 
riscaldamento. 
Solo recentemente alcuni studi sulla qualità dei crioprotettori utilizzati e sui 
protocolli di congelamento, simili a quelli applicati per la crioconservazione degli 
embrioni, (Gook 1995a, 1995b; Porcu 1997, 2000) hanno permesso di ottenere 
sempre più gravidanze (Borini 2004, 2006).  
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CRIOBIOLOGIA 
 
Prima di iniziare qualsiasi lavoro sulla crioconservazione di ovociti  ed embrioni, 
è necessaria una generale comprensione dei concetti di criobiologia.  
Il successo della crioconservazione è dovuto alle applicazioni di considerazioni 
teoriche e osservazioni empiriche, derivate da studi su differenti specie e sistemi 
cellulari. 
I fattori importanti sono: 
 Il controllo preciso, durante il processo di crioconservazione, della quota di 
raffreddamento e riscaldamento, che determina il destino finale dell’acqua che 
è presente dentro la  cellula. Generalmente, per differenti tipi cellulari, c’è una 
quota di raffreddamento ottimale che varia in accordo con le dimensioni e con 
il tipo di cellula. 
 I crioprotettori: sostanze che hanno il ruolo di proteggere la cellula durante il 
congelamento e di ridurre i danni  causati dalla formazione di cristalli di 
ghiaccio. 
 Il seeding (induzione del primo nucleo di ghiaccio nella soluzione in cui 
vogliamo congelare  le nostre cellule) serve a evitare il super raffreddamento 
ed a prevenire la formazione significativa di ghiaccio intracellulare. 
 La realizzazione di un equilibrio osmotico e termico durante il congelamento. 
 Lo stoccaggio. 
 Lo scongelamento dopo un periodo di tempo variabile. 
 La diluzione e rimozione del crioprotettore per permettere il ripristino del 
microambiente intracellulare e il successivo sviluppo della cellula. 
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I due momenti più critici, durante il processo di crioconservazione, sono l’iniziale 
fase di raffreddamento e il ritorno alle condizioni fisiologiche. Se una cellula 
sospesa in un medium fisiologico, viene raffreddata progressivamente a 
temperature sotto lo zero, il ghiaccio si forma nella soluzione extracellulare. 
Infatti il citoplasma di qualunque tipo di cellula di mammifero, in assenza di 
crioprotettori, rimane “non congelato” fino alla temperatura di -10°C mentre la 
cristallizzazione delle molecole di acqua inizia intorno a -2°C.  
Conseguentemente i soluti dissolti diventano più concentrati perché l’acqua viene 
rimossa sotto forma di ghiaccio. Per dare via al processo di congelamento viene 
indotta la formazione di un nucleo di ghiaccio nel medium extracellulare, in un 
punto distante dalla cellula per non danneggiarla, attraverso una procedura 
chiamata seeding. Esso viene eseguito quando la temperatura viene abbassata da 
20°C a -6°C, -8°C. 
Quando la temperatura scende gradualmente, la formazione di ghiaccio aumenta 
causando un aumento extracellulare di soluti, dando origina ad un gradiente 
osmotico: l’acqua esce dal citoplasma causando un raggrinzimento della cellula 
per disidratazione. Se il congelamento avviene in modo lento, l’acqua che esce 
non permette la formazione di grandi cristalli di ghiaccio all’interno dal 
citoplasma. 
Nel 1980 è stato sviluppato un modello matematico ( Mazur’s matematical model) 
per calcolare il grado di variazione del volume cellulare, come una funzione di 
permeabilità, area di superficie e temperatura. Questi studi hanno condotto diversi 
ricercatori ad adoperare il metodo del congelamento lento per la 
crioconservazione di ovociti umani (Chen 1986; Van Uem 1987). Per quelle 
cellule con un rapporto basso di superficie/volume, come ad esempio i gameti 
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femminili, è necessario avere un lento abbassamento della temperatura per 
permettere la diffusione di una sufficiente quantità di acqua dalla cellula.  
Così come ci sono alcuni momenti critici al momento del congelamento, 
altrettanti ci sono durante il processo di scongelamento: ricristallizzazione e shock 
osmotico.  
La ricristallizzazione significa che l’acqua entra nella cellula e si solidifica attorno 
ai piccoli cristalli di ghiaccio che si erano formati durante il congelamento, 
aumentando il loro diametro. 
Questo dipende sia dai processi di crioconservazione che di scongelamento; è 
possibile evitare questo evento attraverso un’accurata disidratazione e un rapido 
scongelamento della cellula.  
Lo shock osmotico invece può avvenire se il crioprotettore, che era entrato nella 
cellula durante il processo di congelamento, non può uscire fuori abbastanza 
velocemente da prevenire l’ingresso dell’acqua e lo swelling della cellula stessa.  
Durante il raffreddamento di cellule  e tessuti, si assiste  alla comparsa di 
fenomeni chimico fisici che influiscono sulla vitalità del sistema che si vuole 
congelare. 
Innanzitutto il raffreddamento (riduzione della temperatura) provoca :  
1. riduzione delle attività enzimatiche  
2. riduzione dei meccanismi di trasporto attivo 
3. modificazioni della conformazione della  membrana cellulare. 
Questi  danni possono essere ridotti  esponendo le cellule a sostanze crioprotettive 
prima del congelamento e utilizzando basse velocità di raffreddamento. 
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CRIOPROTETTORI 
 
I crioprotettori sono sostanze a diversa composizione chimica che hanno in 
comune un’elevata solubilità in acqua, associata però ad una tossicità dipendente 
dalla concentrazione e dalla temperatura di utilizzo.  
Si pensa che gli agenti crioprotettivi prevengano la potenziale deleteria 
esposizione delle cellule ad elevate concentrazioni di elettroliti, per mezzo della 
loro azione colligativa riducono la quantità di ghiaccio formato dentro la cellula a 
qualsiasi temperatura sotto lo zero. 
La loro azione protettiva si esplica in vari modi: 
 con un’azione diretta sulla membrana cellulare;  
 modificano l’ambiente intra ed extra cellulare, sostituendosi all’acqua e 
diminuendo la formazione di cristalli di ghiaccio; 
 abbassano il punto di congelamento della soluzione e permettono una 
maggiore disidratazione delle cellula durante il congelamento lento. 
Si dividono in due categorie : 
crioprotettori permeanti: sono idrofilici e attraversano la membrana molto 
facilmente. Quando sono dentro la cellula, creano un gradiente osmotico che porta 
alla fuoriuscita dell’acqua presente, in questo modo la nuova composizione del 
citoplasma presenta un punto di congelamento più basso, hanno un PM<400. 
 Agiscono attraverso differenti meccanismi:  
1) abbassano il punto di congelamento della soluzione;  
2) interagiscono con le modificazioni della membrana che 
avvengono durante il processo di crioconservazione (da uno 
stato relativamente fluido ad uno stato relativamente rigido); 
11 
 
3) prevengono l’esposizione dell’ovocita alle alte concentrazioni 
di elettroliti sia intra che extra cellulari poiché essi si legano 
agli elettroliti stessi e si sostituiscono parzialmente all’acqua.  
Essi sono: 
 
                    
                  
 
crioprotettori non permeanti: sono rappresentati da molecole di grandi 
dimensioni che non permeano la membrana cellulare. Aumentano la 
concentrazione di soluti extra cellulari generando un gradiente osmotico che 
conduce l’acqua fuori dalla cellula, causando la sua disidratazione prima della 
procedura di congelamento, hanno un PM>1000 e il più utilizzato è il saccarosio. 
 
                                    
 
La concentrazione del crioprotettore non permeante, nella soluzione di 
congelamento, è molto importante dal momento che determina la velocità di 
disidratazione dell’ovocita: più essa è alta, più basso è il potenziale chimico 
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dell’acqua e quindi l’ovocita si disidrata più rapidamente poiché l’acqua 
rapidamente fuoriesce dal citoplasma per diluire l’alta concentrazione di soluti 
extracellulari.  
E’ importante stabilire quale sia il tempo ottimale di esposizione dell’ovocita alle 
soluzioni di congelamento e quale sia la concentrazione del crioprotettore. La 
concentrazione ottimale dipende dal tipo di cellula e dalla specie (Vincent 1990). 
Pickering e collaboratori dimostrarono che gli ovociti esposti al dimethyl 
sulfoxide (DMSO) a 37°C perdono la loro capacità di essere fertilizzati (Pickering 
1991). Gli autori hanno suggerito che l’aggiunta del DMSO nella soluzione deve 
essere fatta ad una temperatura al di sotto di 10°C per evitare l’impatto sulla 
percentuale di fertilizzazione. 
Nel 1988 Sathananthan dimostrò che la durata dell’esposizione al DMSO ha 
effetti inizialmente sul fuso meiotico; riportò infatti che mentre a un esposizione 
di 10-20 min e a una concentrazione di 1.5mol/l il fuso meiotico mantiene la sua 
normale morfologia, bastano 60 min affinché il fuso subisca delle severe 
alterazioni irreversibili nella maggior parte degli ovociti (Sathananthan 1988).  
Per quanto riguarda il propandiolo (PrOH), inizialmente alcuni studi dimostravano 
che 1,5 mol/l di PrOH era in grado di causare un’attivazione cellulare simile a 
quella causata dall’utilizzo di classici agenti attivanti come l’etanolo (Shaw 1989); 
Van Der Elst riporta invece che è meno dannosa l’esposizione degli ovociti a 
questo crioprotettore, in concentrazione 1.5 mol/l, a 0°C per un breve periodo di 
tempo (12min) (Van Der Elst 1992). Successivamente nel 1995 Gook è stato il 
primo a concludere che la coltura e l’esposizione al PrOH durante la 
disidratazione e la reidratazione non inducono un’attivazione partenogenetica 
della cellula (Gook 1995a). Le stesse conclusioni sono state confermate più 
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recentemente osservando che la percentuale di formazione di una cellula con un 
pronucleo, dopo la microiniezione di ovociti crioconservati, non è maggiore della 
percentuale normalmente ottenuta con ovociti freschi (Borini 2006,  Levi Setti 
2006).  
La rimozione del crioprotettore permeante dal citoplasma della cellula, è un 
processo molto importante per l’efficacia della tecnica di criopreservazione. 
Infatti, se nello scongelamento l’ovocita è messo in un medium privo di 
crioprotettore permeante, può scoppiare per effetto osmotico, esercitato dagli 
agenti permeanti contenuti nel citoplasma; ecco perché nella soluzione di 
scongelamento viene aggiunto anche una molecola non permeante, come il 
saccarosio, che aumentando la pressione osmotica esterna,  si oppone all’ingresso 
di acqua prevenendo lo swelling dell’ovocita. 
 
TECNICHE DI CONGELAMENTO 
 
Due sono le tecniche di crioconservazione attualmente in studio, il congelamento 
lento e la vitrificazione.  
 
CONGELAMENTO LENTO 
 
Cosi come lo dice la parola, si riferisce ad un processo di criocongelamento degli 
ovociti, attraverso un lento e controllato abbassamento della temperatura fino a      
-196°C con l’utilizzo di un criocongelatore programmabile, in grado di creare una 
curva di discesa della temperatura fissa e controllata. 
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La prima gravidanza con questa tecnica fu ottenuta nel 1986 ad opera di Chen 
(Chen 1986) ma dopo quella data sono stati riportati pochi e sporadici altri 
risultati (Ai-hasani 1986; Diedrich 1988,20). Dopo circa 10 anni sono state 
riportate nuovamente gravidanze da congelamento ovocitario utilizzando la 
tecnica del congelamento lento già precedentemente sperimentata con gli 
embrioni (Lassale 1985; Borini 1998; Porcu 1997). 
Questi successi sono stati ottenuti dopo che nel 1995 Gook (Gook 1995) suggerì 
l’utilizzo dell’iniezione intracitoplasmatica degli spermatozoi (ICSI) per 
inseminare gli ovociti scongelati, al posto della convenzionale FIVET 
(trasferimento in utero di embrioni creati in vitro), con lo scopo di evitare fallite 
fertilizzazioni per un rilascio prematuro dei granuli corticali che possono portare 
ad una inadeguata zona hardening degli ovociti. 
I primi protocolli utilizzati per il congelamento lento erano basati su una soluzione 
contenente 1.5 mol/l di PrOH e 0.1 mol/l di saccarosio. Gook e collaboratori 
hanno il merito di essere stati i primi a testare questo protocollo sugli ovociti 
umani, descrivendo le percentuale di sopravvivenza, fertilizzazione e clivaggio, 
ma non dando indicazioni sui risultati clinici (Gook 1995b, 1994, 1993).  
Usando lo stesso protocollo il gruppo di Bologna della D.ssa Porcu ottenne la 
prima gravidanza a termine utilizzando la ICSI per ottenere la fertilizzazione di 
ovociti congelati/scongelati (Porcu 1997). Prima di questa esperienza è stata 
riportata già una gravidanza da parte del gruppo di Tuker e collaboratori i quali 
riportarono una percentuale di sopravvivenza del 25% e di fertilizzazione del 
65%. Dopo il  trasferimento di 13 embrioni ottennero due gravidanze cliniche che 
però si erano fermate entrambe durante il primo trimestre (Tucker 1996). 
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Come questo, altri studi riportano una percentuale di sopravvivenza tra il 25% 
(Kazem 1995) e il 50% (Gook 1993, Borini 2004) dimostrando questo protocollo 
relativamente inefficiente. 
Una possibile soluzione per migliorare i risultati della crioconservazione era di 
aumentare il processo di disidratazione della cellula prima del congelamento. Il 
gruppo della D.ssa Fabbri di Bologna utilizzò infatti per primo alte concentrazioni 
di saccarosio (0.2 e 0.3mol/l) nella soluzione di congelamento, ottenendo degli 
ottimi risultati in termini di sopravvivenza: 58% con saccarosio allo 0.2mol/l e 
83% con saccarosio allo 0.3mol/l (Fabbri 2001). Dopo di lei anche Chen ha 
confermato i benefici di questo protocollo sia in termini di sopravvivenza (75%), 
ma soprattutto in termini di gravidanza (33%) e di impianto (11%) concludendo 
che per la loro esperienza, il congelamento degli ovociti umani, con alte 
concentrazioni di saccarosio, dà risultati comparabili al congelamento degli zigoti 
(Chen 2005). 
Ancora un gruppo Italiano sempre di Bologna del dott. Parmegiani nel 2008 ha 
riportato buonissimi risultati, in termini di gravidanza, utilizzando il protocollo 
con 0.3mol/l di saccarosio e crioconservando gli ovociti entro due ore dal loro 
prelievo (Parmegiani 2008). 
Sempre a Bologna, il gruppo rappresentato dal dott. Borini, utilizzando la 
concentrazione 0.3mol/l di saccarosio su un numero importante di cicli (201 
congelamenti e 927  scongelamenti) ha ottenuto invece, sì alti risultati in termini 
di sopravvivenza (74%) di fertilizzazione (76%) e di clivaggio embrionale (90%) 
ma non soddisfacenti risultati in termini di gravidanza per paziente (12,3%), per 
ciclo di scongelamento (8,9%) e per trasferimento (9,7%) cosi come dimostrato da 
altri lavori (Levi Setti 2006; Chamayou 2006).  
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Per cercare di migliorare i dati clinici lo stesso gruppo di Borini ha messo a punto 
un ultimo protocollo, in termini di applicazione, che prevede invece due diverse 
concentrazioni di saccarosio, una di 0.2mol/l per il congelamento e una di 
0.3mol/l per lo scongelamento (Bianchi 2007). L’idea era nata sul razionale del 
primo protocollo originale di congelamento degli embrioni che utilizzava un 
gradiente diverso di saccarosio, tra la soluzione di congelamento e scongelamento, 
così da ridurre lo stress osmotico al quale va incontro l’ovocita durante queste 
delicate procedure. 
I risultati ottenuti su un totale di 403 ovociti hanno dato una percentuale di 
sopravvivenza del 75,9%, di fertilizzazione del 76,2% e di clivaggio del 93,8%. 
La percentuale di gravidanza per paziente, per transfer e per ciclo di 
scongelamento era rispettivamente del 21,3%, 21,8% e 18,9%, con una 
percentuale di impianto del 13,5%. 
Da questi risultati sembra che il protocollo con 0.2mol/l di saccarosio potrebbe 
rappresentare un appropriato compromesso specialmente se associato ad un’alta 
concentrazione (0.3mol/l) dello stesso crioprotettore nella soluzione di 
scongelamento, allo scopo di prevenire un eccessivo stress osmotico. 
Un’ulteriore differente protocollo è stato messo a punto da Stachecki il quale 
sostituì il sodio con la colina, che risulta essere meno tossica. I risultati sono stati 
molto soddisfacenti (90% di sopravvivenza, 40% di gravidanze ) (Stachecki 1998, 
2000) e anche confermati da altri gruppi (Quintans 2002; Bolt 2006). In entrambi 
gli studi però viene fatto riferimento ad un numero molto esiguo di casi: 12 e 46 
rispettivamente.  
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Nella maggior parte dei lavori pubblicati, il protocollo più utilizzato è quello che 
prevede l’utilizzo del PrOH ad una concentrazione di 1.5mol/l e di saccarosio ad 
una concentrazione dello 0.3mol/l. 
Tutto il procedimento di crioconservazione si basa su di un gioco di equilibri: 
tempi abbastanza lunghi da consentire un’adeguata deidratazione, ma non così 
lunghi da esporre la cellula agli effetti tossici del crioprotettore. 
Lo scongelamento rappresenta l’ultima fase critica dell’intero processo di 
crioconservazione. Le modalità si basano su un aumento molto rapido della 
temperatura e su una esposizione a soluzioni di crioprotettore progressivamente 
diluite, per evitare la crescita di piccoli cristalli di giaccio eventualmente presenti 
e minimizzare gli stress osmotici. 
 
VITRIFICAZIONE 
 
La vitrificazione e un processo che basa il suo principio sul fatto che l'acqua non 
fa in tempo a formare cristalli di ghiaccio, grazie all'estrema viscosità cellulare 
ottenuta con l’aggiunta di alte concentrazioni di agenti crioprotettivi e all'alta 
velocità di abbassamento della temperatura 
La metodica porta alla trasformazione dell’ovocita in uno stato solido simile al 
vetro, attraverso un rapido congelamento che previene la formazione di cristalli di 
ghiaccio.  
Già nel 1937 Luyet scoprì il vantaggio di ottenere il congelamento di cellule e 
tessuti senza la formazione di ghiaccio intracellulare, facendole passare ad uno 
stato simile al vetro (Luyet 1937).  
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Sebbene questo approccio può migliorare la vitalità dell’ovocita, bisogna 
utilizzare alte concentrazioni di crioprotettore (superiore a 8.0 mol/l) (Kasai 1996) 
e un congelamento e scongelamento rapido per evitare la formazione di ghiaccio 
nel citoplasma della cellula.  
In realtà il processo di vitrificazione inteso come formazione di uno stato simile al 
vetro può avvenire anche con il congelamento lento poiché il citoplasma viene 
trasformato in uno stato solido “vitrificato” quando si passa allo stadio di 
transizione del ghiaccio cioè a -130°C. La reale distinzione tra congelamento lento 
raffreddamento. 
La vitrificazione potrebbe rappresentare una reale alternativa alla 
crioconservazione di ovociti; in contrasto al congelamento lento, si può 
controllare la modificazione della cellula ad ogni processo e soprattutto si 
minimizzano i tempi di esposizione dei gameti ad una condizione non fisiologica. 
Nel 2002 Kuleshova ha dimostrato la maggior efficacia di questa tecnica rispetto 
al congelamento lento (Kuleshova 2002). Da diversi lavori  è stata dimostrata 
inoltre un alta percentuale di sopravvivenza (Fahy. 2004; Son 2003) cosi come 
un’ alta percentuale di bambini in braccio  (Yoon 2003; Kyono 2004).  
L’esecuzione della tecnica richiede pochi minuti se rapportata alle due ore 
richieste per il congelamento con il metodo lento; in realtà però, a differenza di 
quest’ultimo, dove il reale lavoro viene eseguito da una macchina, nella 
vitrificazione risulta molto importante la manualità e la capacità di eseguire la 
tecnica in tempi ristrettissimi: in meno di 1 minuto gli ovociti devono essere messi 
nella soluzione di vitrificazione, caricati in appositi supporti e immersi in azoto 
liquido. 
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Il principale problema di questo metodo è l’utilizzo di alte concentrazioni di 
crioprotettore. 
Numerosi gruppi hanno cercato di identificare una soluzione di vitrificazione 
meno tossica (Ali 1993; Fahy 2004). Una possibilità è quella di sostituire il 
crioprotettore permeante con polimeri come molecole di zucchero e 
polyvinylpirrolidone (Kasai 1990). Un’ulteriore alternativa è quella di equilibrare 
gli ovociti da crioconservare, in una soluzione composta da una mistura di 
crioprotettori, ad una concentrazione più bassa, prima di trasferirli nella soluzione 
finale ad alte concentrazioni (Vajita 1998; Chian 2004). 
La riuscita del congelamento dipende dal tempo in cui l’ovocita viene raffreddato. 
Più veloce è il processo, maggiori sono le possibilità di successo. Per questo 
motivo sono stati messi a punto diversi tipi di supporti per minimizzare il volume 
della soluzione e quindi per velocizzare il raffreddamento della cellula.  
Come mostrato sotto essi sono:  
 
 
 
 
 
 
 
 
nylon loop or Cryoloop (Lane 1999) 
open-pulled straws (OPS) (Vajita 1998) 
 
McGill Cryoleaf (Chian 2005) 
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É stato visto che con l’utilizzo delle cryoleaf, come supporto per il congelamento, 
una volta immersa in azoto, la velocità di raffreddamento della cellula può 
arrivare fino a 20000°C/min  (Chian 2005).  
La maggior parte dei supporti per la vitrificazione sono aperti, cioè mettono in 
contatto l’ovocita con l’azoto liquido, che sicuramente non è sterile, comportando 
qualche possibile rischio di contaminazione da batteri, funghi, virus, metalli 
pesanti, in contrasto con quanto stabilito dalla direttiva europea sulla 
manipolazione di cellule e tessuti.  
Sono pertanto in corso studi sui sistemi di vitrificazione "chiusi" in cui le cellule 
siano protette dal contatto diretto con l'azoto liquido. Tali sistemi pongono alcuni 
problemi di sopravvivenza delle cellule e degli embrioni criopreservati, in quanto 
la velocità di raffreddamento risulta minore, ciò comporta la necessità di 
aumentare la concentrazione delle sostanze crioprotettive, tossiche per le cellule. 
E’in fase di studio anche un sistema di sterilizzazione di azoto che quindi 
potrebbe risolvere notevoli problemi. 
 
 
Cryotip (Kwayama 2005)  
 
Cryotop  (Chian al 2004) 
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POSSIBILI DANNI CELLULARI DURANTE IL PROCESSO DI 
CONGELAMENTO. 
 
Il tasso di sopravvivenza degli ovociti, dopo congelamento e scongelamento, può 
essere influenzato, oltre che da fattori esterni e biofisici, anche da fattori propri  
quali lo stadio maturativo, la qualità morfologica e le dimensioni.                    
In riferimento allo stadio maturativo, esso viene valutato in base alla presenza di 
un corpo polare estruso nello spazio perivitellino. Gli ovociti, recuperati in seguito 
a stimolazione ovarica, nel 85% dei casi si trovano allo stadio di metafase II, con i 
cromosomi allineati sul piano equatoriale di una struttura formata da microtubuli, 
che prende il nome di fuso meiotico. 
L’analisi del fuso meiotico è stata recentemente resa possibile mediante un 
sistema di microscopia a luce polarizzata collegato ad un software processore di 
immagini (Oosinght, CRI, USA); la valutazione avviene in modo non invasivo in 
quanto si sfrutta la birifrangenza della struttura micro tubulare del fuso meiotico, 
capace di deviare il piano della luce polarizzata e di determinare una ritardanza tra 
i fasci luminosi, la cui misurazione è un indice di qualità della struttura stessa. 
In figura n°1 è rappresentato un ovocita con il fuso meiotico allineato sotto il 
primo globulo polare. 
Figura n°1 
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I maggiori componenti del citoscheletro sono i microtubuli e i microfilamenti che 
sono piuttosto sensibili alla diminuzione della temperatura durante il 
congelamento, alla concentrazione dei crioprotettori ed al tempo di esposizione ad 
essi. I danni causati dalla temperatura sono dati dalla riduzione della dimensione 
del fuso meiotico, da una disorganizzazione e da una perdita dei microtubuli 
(Bernard 1996). 
Durante la normale fertilizzazione, la meiosi provoca la separazione di cromatidi 
attaccati al fuso meiotico, distribuendone un set nel secondo globulo polare e 
l’altro nel pronucleo femminile; tuttavia, quando esposto a ridotta temperatura, il 
fuso subisce una depolarizzazione (Magistrini 1980; Sathananthan 1992) impedendo 
la normale separazione dei cromatidi. Questo può portare a condizioni di 
aneuploidia dopo estrusione del secondo globulo polare (Sathananthan 1988). 
Diversi studi hanno dimostrato che, negli ovociti di topo, la riduzione della 
temperatura ha drammatici effetti sul fuso: nella maggior parte degli ovociti 
congelati si ha l’acquisizione di una anormale configurazione del fuso (Pickering 
1987;  Van der Elst 1988) e con un successivo aumento della temperatura a 37°C, si 
ha una ripolarizzazione, ma numerosi cromosomi rimangono dispersi nel 
citolplasma (Sathananthan 1992).  
Negli ovociti umani, essendo mantenuta l’associazione tra cinetocore e i centri di 
organizzazione dei microtubuli che ancorano i cromosomi, si ha una  
ripolimerizzazione del fuso qualora la temperatura venga riportata a 37°C, 
determinando una fertilizzazione ed uno sviluppo normali. 
Gook, nel 1993, in uno dei primi studi sulla crioconservazione degli ovociti 
usando PROH come crioprotettore, trovò che il fuso meiotico e la configurazione 
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cromosomica, era normale nel 60% degli ovociti umani sopravvissuti allo 
scongelamento (Gook 1993). In uno studio successivo, esaminò la fertilizzazione e 
trovò cariotipo normale ed assenza di cromosomi dispersi (Gook 1994). 
Infine, alcuni tra gli studi più recenti, suggeriscono che la porzione di ovociti con 
fuso normale e cromosomi regolarmente allineati sul piano equatoriale, non 
cambia dopo crioconservazione (Stachecki 2004). Altri autori invece aggiungono 
che, dopo congelamento lento/scongelamento rapido, la concentrazione di 
saccarosio influenza la percentuale di ovociti umani con fuso meiotico e 
configurazione cromosomica normali (Coticchio 2006). 
Per quanto riguarda l’effetto dei crioprotettori sui microtubuli, ci sono in 
letteratura risultati contrastanti: secondo alcuni autori i crioprotettori causano 
anomalie al fuso meiotico (Baka 1995 ), secondo altri le anomalie del fuso, negli 
ovociti crioconservati, non sono superiori a quelle riscontrate negli ovociti freschi 
(Gook 1993) e comunque l’esposizione ai crioprotettori sembra non inibire la 
fertilizzazione e lo sviluppo embrionale (Bernard 1985). 
Dai risultati ottenuti da diversi lavori, l’addizione di crioprotettori 
(Dimetilsulfossido-DMSO- e -1,2-Propandiolo-PROH) appare avere un effetto 
protettivo contro la depolarizzazione del fuso, riducendo la porzione di ovociti 
congelati con un fuso anormale (Van der Elst 1988; Joly 1992, George 1993). I 
crioprotettori, infatti, sembrano stabilizzare sia il fuso che la tubulina libera, 
facilitandone la normale formazione. 
Nonostante le condizioni iperosmotiche, che si verificano durante la 
crioconservazione, in più recenti studi è stato dimostrato la presenza di fusi 
normali (76%) che quindi si sono riformati dopo crioconservazione con PROH ed 
elevate concentrazioni di saccarosio (Rienzi 2004; Bianchi 2005). 
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Oltre alla struttura del fuso meiotico, un altro fattore importante che può 
influenzare i risultati è la morfologia dell’ovocita. 
Gli ovociti umani maturi mostrano una grande eterogeneità nella distribuzione ed 
organizzazione degli organelli citoplasmatici, nella morfologia del primo globulo 
polare, della zona pellucida e dello spazio perivitellino.  
In generale un ovocita è considerato “normale” quando all’osservazione al 
microscopio ha una zona pellucida chiara, uno spazio perivitellino sottile che 
contiene un singolo globulo polare non frammentato (Alikari 1995; Ebner 2006). 
In figura n°2 viene presentata la foto di un ovocita normale. 
Figura n°2                
     
 
Le diverse anormalità della zona pellucida, uno spazio perivitellino ampio, la 
presenza di inclusioni e di granulosità nel citoplasma e anormalità nella 
morfologia del primo globulo polare, possono essere valutati solo dopo che 
l’ovocita è stato denudato cioè gli sono state tolte tutte le cellule del cumulo. 
La correlazione tra possibili alterazioni morfologiche, con la percentuale di 
fertilizzazione e con lo sviluppo embrionale non è stata ancora chiarita, infatti se 
da una parte è stato suggerito che tutti gli ovociti possono venir fertilizzati con 
1: Zona pellucida 
2: spazio perivitellino 
3: globulo polare 
4: citoplasma 
1 
2 
3 
4 
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l’ICSI, indipendentemente dalla loro morfologia osservata al microscopio (De 
Sutter 1996; Balaban 1998), e che simili percentuali di gravidanza e di impianto, 
sono state riportate dopo il transfer di embrioni derivato da ovociti “anomali” e 
“normali” (Balaban 1998, 2006), al contrario altri studi hanno riportato una 
correlazione tra morfologia ovocitaria e potenzialità di sviluppo degli embrioni. 
Xia ha trovato che la valutazione degli ovociti basata su tre fattori quali il primo 
globulo polare, la dimensione dello spazio perivitellino e le inclusioni 
citoplasmatiche, correlano con la percentuale di fertilizzazione e la qualità 
dell’embrione dopo ICSI (Xia 1997). Inoltre è stato suggerito che la morfologia 
del primo globulo polare può essere vista come un possibile fattore prognostico 
della fertilizzazione e della qualità embrionale dopo ICSI (Ebner 1999; De Santis 
2005) e ancora, che la presenza di un globulo polare degenerato, riflette 
un’asincronia tra la maturità nucleare e citoplasmatica (Erickson 1995). Un 
globulo polare grande sembra invece  indicare una dislocazione del fuso meiotico 
(Huang 2004). 
Un ovocita per essere fertilizzato in modo normale (con un pronucleo maschile e 
uno femminile) deve aver completato sia la maturità nucleare che quella 
citoplasmatica, una alterazione o asincronia di questi due processi sembra portare 
a severe alterazioni della morfologia ovocitaria (Eichenlaub-Ritte 1995; Loutradis 
1999). 
Se la valutazione dello stato nucleare dell’ovocita viene fatta dall’osservazione al 
microscopio del primo globulo polare, o dal fuso meiotico alla luce polarizzata, la 
maturità citoplasmatica non può essere facilmente valutata in quanto alcune 
alterazioni come granulosità, addensamento e corpi rifrangenti non sono state 
sempre associate ad una minor percentuale di fertilizzazione o di qualità 
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embrionale, ma piuttosto sono state spesso associate a ridotta possibilità di 
impianto e di gravidanza (Kahraman 2000; Veek 1988; Bedford 1993; Veek 1991; 
Ebner 2005, 2006). 
Nel 2005 Ebner ha riportato di non aver ottenuto nessuna fertilizzazione da 
ovociti con vacuoli con un diametro superiori a 14 m (Ebner 2005). 
In riferimento alle inclusioni citoplasmatiche chiamate corpi rinfrangenti, strutture 
di 10 m di diametro che spesso caratterizzano tutti gli ovociti di una stessa 
paziente e descritti per la prima volta da Veeck,  si è visto che gli embrioni 
derivati hanno una bassa percentuale di impianto (Veek 1991). 
La causa di tutte queste alterazioni morfologiche probabilmente è multifattoriale. 
In primis sicuramente la stimolazione ovarica in quanto si sa che ha un effetto 
controverso sugli ovociti. L’induzione della ovulazione può portare a maturazione 
degli ovociti anomali, che in assenza di stimolazione sarebbero andati in contro ad 
atresia. Si è visto che gli ovociti recuperati da cicli di stimolazione presentano un 
aumento del 40% di incidenza di anomalie cromosomiche numeriche (Wramsby 
1988; Van Blerkom 1992). 
La qualità ovocitaria può essere influenzata anche dall’ambiente ormonale. Gli 
ormoni sterioidei, in particolare gli estrogeni e il progesterone, sono intimamente 
coinvolti con il processo iniziale di maturazione citoplasmatica e con il processo 
finale di maturazione nucleare degli ovociti (Thibault 1977). 
La zona pellucida contiene i recettori per gli spermatozoi, contribuisce al blocco 
della polispermia tramite il rilascio dei granuli corticali, protegge l’embrione 
durante la segmentazione, induce la liberazione degli enzimi litici presenti 
nell’acrosoma dello spermatozoo e garantisce la specie-specificità della 
fecondazione. 
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Gli ovociti crioconservati, scongelati e inseminati con la tecnica convenzionale 
FIVET, possono andare incontro a processi di polispermia, dovuti ad una 
riduzione del numero dei granuli corticali, ad alterazioni morfologiche degli stessi 
e a una loro mancata migrazione verso la membrana. Al contrario, può esserci una 
prematura esocitosi dei granuli corticali che può portare ad una intempestiva zona 
hardening e, conseguentemente, ad una riduzione dei tassi di fertilizzazione dopo 
inseminazione in vitro.  
Alcuni autori affermano che l’ inseminazione intracitoplasmatica di spermatozoi 
(ICSI) è in grado di ovviare efficacemente a tali problemi.  
Kazem (Kazem 1995) ha confrontato le percentuali di fertilizzazione e di clivaggio 
in 2 gruppi di ovociti inseminati rispettivamente, con una tecnica convenzionale di 
fertilizzazione in vitro (IVF), e con ICSI. In entrambi i gruppi gli ovociti 
inseminati erano maturi (stadio di metafase II) e sopravvissuti al congelamento. 
Kazem riportò percentuali di fertilizzazione e di clivaggio significativamente 
maggiori utilizzando ICSI.  
Come già riportato sopra Porcu ha avuto la prima nascita dopo ICSI di ovociti 
crioconservati, a dimostrazione del fatto che la combinazione di una buona tecnica 
di crioconservazione e della ICSI possono rappresentare nuovi strumenti nella 
procreazione medicalmente assistita (Porcu 1997).   
In figura n°3 vengono rappresentate alcune alterazioni morfologiche ovocitarie:  
   .  
                  A                                        B        C 
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         D          E       F                  
A: ovocita con zona di addensamento 
B: ovocita con grosso vacuolo centrale 
C: ovocita con corpi rifrangenti 
D: ovocita con citoplama granuloso 
E: ovocita con globulo polare frammentato 
F: ovocita con glopulo polare degenerato, vacuoli nel citoplasma e dismorfico.
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 PROCEDURE DI PROCREAZIONE MEDICALMENTE 
ASSISTITA 
 
La crioconservazione degli ovociti rientra tra le procedure di fecondazione 
assistita che prevedono varie fasi: 
1. induzione della crescita follicolare multipla (CFM) e induzione della 
maturazione ovocitaria e dell’ovulazione; 
2. prelievo degli ovociti; 
3. crioconservazione di ovociti sovranumerari; 
4. fecondazione in vitro e coltura embrionaria nei primi stadi della 
segmentazione; 
5. trasferimento degli embrioni in cavità uterina. 
 
TERAPIA DI STIMOLAZIONE FOLLICOLARE 
 
Sebbene le prime gravidanze siano state ottenute dopo il recupero di un singolo 
ovocita in cicli ovulatori spontanei (Steptoe 1978; Lapota 1980), l’utilità di 
indurre una crescita follicolare multipla, deriva dalla evidenza che il tasso di 
gravidanza si incrementa significativamente parallelamente al numero di embrioni 
trasferiti (Edwards 1984; Seppola 1984). La disponibilità di un certo numero di 
ovociti permette anche di crioconservare quelli soprannumerari evitando alla 
paziente di sottoporsi a successive stimolazioni. 
Le strategie per la CFM ( crescita follicolare multipla) sono numerose e tutte 
hanno la finalità di incrementare i livelli plasmatici delle gonadotropine, per 
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sovraimporre al processo di selezione fisiologica di un singolo follicolo 
dominante, una selezione e maturazione follicolare multipla. 
Questa possibilità è determinata dalla disponibilità ad accettare una soverchia 
stimolazione da parte del “pool” dei follicoli presenti negli stadi di reclutamento e 
selezione della crescita follicolare. I farmaci principali sono l’ormone follicolo 
stimolante (FSH), l’ormone luteinizzante (LH), essenziale per il trattamento 
dell’ipogonadismo-ipogonadico e precursore androginico essenziale per 
l’induzione stereo endogena dell’FSH (Schoot 1992), e l’ormone gonadotropina 
corionica umana (hCG) utilizzata per la maturazione finale degli ovociti e per 
guidare il momento dell’ovulazione. 
Già dai primi anni 70 l’hMG (FSH e LH)  e l’hCG, venivano utilizzati per la 
stimolazione follicolare multipla e per il controllo della rottura follicolare (Steptoe 
& Edwars 1970).   
Paragonate alle stimolazioni attuali le dosi somministrate erano inferiori ma 
permettevano comunque il recupero di 6 ovociti in media per ciclo con 4/5 
fertilizzati (Edwars &Surani 1978).  
Fino a poco tempo fa tutti e tre gli ormoni derivavano da estrazione di urine da 
donne in menopausa ( hMG che contiene FSH e LH), o da donne in gravidanza 
per l’hCG. 
Sicuramente non mancano dati sugli svantaggi di questo tipo di produzione, sia 
per la presenza di contaminanti (Giudice 1994) sia per l’insorgenza di intolleranza 
cutanea (Li 1993). 
Gia nel 1990, con l’utilizzo della tecnologia del DNA ricombinante, è stata 
prodotta una gonadotropina quasi pura al 100% e nel 1995 è stato prodotto 
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l’ormone FSH ricombinante (rFSH, Follitropin-a, Gonal-F, Serono, Switzerland; 
follitropin-b, Puregon/Follistim, Organon, The Netherlands).  
Recentemente sono diventati commerciabili anche l’ormone LH (luteotroin, 
Luveris, Serono, Switzerland) e l’ormone hCG ( Choriotropin, Ovidrel, Serono, 
Switzerland), permettendo di abbandonare completamente l’utilizzo dei prodotti 
di derivazione urinaria. 
L’efficacia e la sicurezza dell’rFSH è stata ben descritta in molti lavori, il più 
ampio è stato pubblicato nel 1995 e riguardava i dati di 1000 cicli (Out 1995). Lo 
scopo dello studio era di valutare l’efficacia del rFSH rispetto a quello urinario in 
termini di numero di ovociti recuperati e gravidanze. 
I risultati hanno dimostrato un maggior numero di ovociti recuperati e un maggior 
numero di gravidanze utilizzando rFSH, in dosi minori. 
Diversi sono i protocolli di stimolazione attualmente in uso, ma a tutt’oggi non è 
stato identificato un farmaco/farmaci o una strategia di loro somministrazione, 
che abbia mostrato in modo netto una maggiore resa rispetto ad altri. 
E’ necessario rilevare che l’esistenza di un’ampia variabilità biologica, fra 
soggetti ugualmente normovulatori, nel rispondere ad un identico stimolo 
esogeno, non consente la individuazione di trattamenti standardizzati. Inoltre, lo 
stato endocrino, creato dalla crescita follicolare multipla, appare alterato rispetto 
ad un normale ciclo monovulatorio, e i parametri di valutazione impiegati nel 
giudicare l’adeguatezza della stessa crescita follicolare multipla, non sono 
univocamente considerati. 
Per queste considerazioni, appare evidente che un protocollo di stimolazione 
ottimale, che consenta di ottenere in tutte le pazienti, risultati soddisfacenti e 
riproducibili, non esiste. Comunque, l’esperienza del singolo centro appare il 
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fattore determinante nell’adozione di determinati protocolli, poiché la migliore 
resa della crescita follicolare multipla, si deve necessariamente correlare con le 
particolari situazioni operative e con gli standard individualmente raggiunti.  
Qualunque strategia si adoperi, gli obiettivi della induzione della CFM sono: 
 la maturazione di follicoli multipli, morfologicamente e funzionalmente 
adeguati; 
 il recupero di multipli ovociti preovuletori di “buona qualità”; 
 la sincronizzazione dello stadio di maturazione endometriale e della 
crescita embrionaria. 
In figura n°4 viene riportato un ovaio stimolato dove si possono vedere diversi 
follicoli. 
                                    
 
IL PRELIEVO DI OVOCITI 
 
Una volta ottenuta la crescita follicolare, al momento opportuno si deve procedere 
al recupero degli ovociti. Il prelievo viene fatto quando un numero adeguato di 
follicoli ha raggiunto un diametro di 16-18mm. Ad un ora bene precisa viene 
somministrata una dose di 5000-10000 UI di hCG e dopo 36 ore si procede al 
prelievo. 
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Il primo approccio al prelievo ovocitario era stato quello laparoscopico (Wikland 
1985). Questo metodo aveva numerosi vantaggi: 
i. esposizione ottimale del campo operatorio; 
ii. possibile esecuzione di esplorazione diagnostica completa 
nella stessa seduta; 
iii. buona percentuale di recupero di ovociti; 
iv. possibilità di eseguire un intervento terapeutico sulle 
tube; 
v. visione tridimensionale; 
ma anche molti svantaggi: 
1. necessità di anestesia generale o epidurale; 
2. maggiore invasività; 
3. impossibilità di raggiungere il follicolo se le ovaie sono 
ricoperte da aderenze; 
4. possibile tossicità per l’ovocita in caso di esposizione a CO2; 
5. necessità di ospedalizzazione della paziente; 
6. costi di gestione elevati; 
7. spesso necessità di eseguire una laparoscopia preliminare a 
quella del prelievo; 
8. possibile danno per l’ovocita, fotosensibile, per esposizione 
alla luce del laparoscopio. 
Per tutti questi motivi la tecnica ecografia, prima per via transaddominale e poi 
per via transvaginale, ha soppiantato quasi totalmente quella laparoscopica 
(Homburg 1989; Hamori 1988). 
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Inizialmente furono proposte varie tecniche: prelievo trans-addominale, trans-
uretrale, trans-vescicale, con guida o a mano libera. Ben presto la tecnica di 
prelievo transvaginale con guida si è affermato come il più semplice, il più sicuro, 
il più rapido, ed il più accettato dalle pazienti ed attualmente è, in pratica, l’unico 
utilizzato (Mio 1992; Mio 1987). 
La possibilità di intervenire con anestesia locale o con una blanda anestesia 
generale, permette la gestione ambulatoriale delle pazienti ed una notevole 
diminuzione dei costi (Serafini 1988). 
In figura n°5 viene riportato un disegno di come avviene il prelievo dell’ovocita.   
 
                                                   
                                              
 
TECNICHE DI COLTURA DI OVOCITI UMANI 
 
Gli ovociti, dopo essere stati recuperati con il prelievo del liquido follicolare, 
devono venir preincubati in incubatore a 37°C e 5%CO2. Nel 1982 Trounson 
(Trounson 1982) avevano osservato che, lasciando ad incubare gli ovociti per 5-6 
ore prima di inseminarli, la percentuale di fecondazione e il numero di embrioni 
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ottenuti aumentava enormemente. Questo periodo, denominato preincubazione, 
permetteva a molti ovociti di raggiungere lo stadio di  metafase II e di completare 
la reazione corticale, ottenendo così un notevole miglioramento dei risultati (Mio 
1992; Urbacnsek 1987; Silverberg 1991). Nei protocolli attuali il periodo dura 3 o 
4 ore permettendo di recuperare un 65% di ovociti in metafase II, grazie anche ad 
un buon controllo del momento ovulatorio.   
Durante tutta la manipolazione degli ovociti è molto importante mantenere il più 
possibile una temperatura costante di 37°C, per evitare alterazioni del 
citoscheletro  o danneggiare i cromosomi. Altrettanto importante è mantenere 
all’interno degli incubatori una percentuale di  umidità del 95% ed una miscela di 
gas specifici, per mantenere costante il pH delle soluzione in modo da non creare 
stress alle cellule. In particolare la CO2 deve essere presente al 5% così come è 
nelle tube (D’lugi 1984). 
 
PREPARAZIONE DEGLI OVOCITI PER IL 
CONGELAMENTO 
 
Al momento del prelievo, i gameti femminili sono costituiti dalle cellule del 
cumulo che racchiudono all’interno l’ovocita con tutta la sua struttura 
morfologica. Come dimostrato da diversi autori prima menzionati si è visto che i 
risultati migliori, dal punto di vista della sopravvivenza al congelamento, si sono 
avuti su ovociti “puliti” ossia su ovociti ai quali è stato tolto tutto lo strato esterno 
delle cellule del cumulo. Questo avviene sia attraverso un’azione enzimatica, con 
l’enzima acido ialuronico che è lo stesso contenuto nelle cellule del cumulo e che 
viene attivato dal contatto con gli spermatozoi durante la fecondazione spontanea, 
sia con un’azione meccanica, cioè con l’uso di pipette molto sottili con un 
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diametro di 130-140 micron. Il passaggio dentro e fuori da queste pipette provoca 
la disgregazione delle cellule del cumulo che per azione dell’enzima si erano già 
staccate. 
In figura n°6  viene raffigurato un’ovocita prima e dopo la “pulizia”. 
 
                         
 
 
TECNICHE DI MICROMANIPOLAZIONE 
 
Dopo lo scongelamento, sia che sia stato fatto con il metodo lento o con la 
vitrificazione, gli ovociti vengono inseminati con la tecnica chiamata ICSI. 
La strumentazione per eseguire la micromanipolazione dei gameti è 
particolarmente sofisticata e costosa. Necessita di un invertoscopio con obiettivi 
4x, 10x, 20x e 40x in contrasto di fase e visione Hoffman, munito di piastra 
riscaldante a 37°C e di due micromanipolatori. I micromanipolatori, destro e 
sinistro, sono costituiti da due braccia idrauliche che si muovono sui tre piani 
dello spazio permettendo movimenti impercettibili. Le braccia dei 
micromanipolatori accolgono le micropipette, una da iniezione e una holding che 
tiene fermo l’ovocita, che vanno ad agire direttamente sui gameti. Le pipette sono 
collegate ai microiniettori da un sistema di tubi in teflon, tutto il sistema è 
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riempito d’olio, eventuali bolle d’aria presenti all’interno del sistema riducono il 
controllo dell’aspirazione e dell’iniezione, quindi devono essere sempre eliminate. 
Le micro pipette sono uno dei punti più delicati di tutto il sistema poiché spesso 
compromettono il risultato della metodica causando la distruzione delle cellule 
stesse. Il diametro della pipetta da iniezione deve essere il più piccolo possibile 
(5-7 m), per non rischiare di danneggiare l’ovocita, ma sufficiente per far passare 
la testa dello spermatozoo aspirato. La holding ha un diametro esterno di 60-80 m 
e un diametro interno di 10-20 m. Entrambe le pipette sono angolate di 35° in 
modo che l’angolo di iniezione sia parallelo al piano.  
In figura n° 7 viene rappresentato il micromanipolatore e l’iniezione di un ovocita 
Figura n°7. 
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SVILUPPO EMBRIONALE 
 
La divisione citoplasmatica è una caratteristica di ogni cellula e, come processo 
generale, è immediatamente seguita dalla divisione. Il clivaggio del preembrione 
coinvolge una serie di divisione mitotiche del citoplasma senza un aumento del 
volume dell’embrione, che rimane praticamente costante durante tutto il periodo, 
circondato dalla zona pellucida. 
Il primo clivaggio è l’unica divisione sincrona che porta alla formazione di due 
cellule (blastomeri) uguali che contengono la stessa allocazione dei due poli 
animale e vegetale dell’ovocita. Il secondo clivaggio è asincrono ed è associato ad 
una rotazione che porta alla formazione di un embrione a quattro cellule. Tutti i 
successivi clivaggi sono asincroni e avvengono sempre nello spazio delimitato 
dalla zona pellucida. Ogni blastomero mantiene la capacità di svilupparsi 
indipendentemente, in un embrione normale, per diverse divisioni cellulari prima 
di esaurire la capacità di totipotenza. Tutti i blastomeri sono in grado di 
comunicare tra di loro attraverso dei canali proteici presenti e condivisi dalle 
membrane di due cellule adiacenti, che consentono il passaggio di molecole di 
circa 1000 di peso molecolare. Prove sperimentali indirette hanno dimostrato che, 
chiudendo a stadi precoci questi canali con anticorpi o RNA antisiero, l’embrione 
che ne risulta presenta difetti (Bevilacqua 1989).  
Un regolare clivaggio a 2 cellule è osservato a 22-24 ore dall’inseminazione, un 
clivaggio a 4 cellule è osservato attorno alle 36-50 ore dall’inseminazione e in 
fine un clivaggio a 8 cellule viene osservato a 72 ore. 
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I bastomeri sono perfettamente definiti fino allo stadio di 10-12 cellule dopo di 
che è molto difficile valutare il grado di sviluppo anche perche l’embrione inizia a 
compattarsi. 
La selezione dell’embrione, con le più alti potenzialità di impianto, è basata quasi 
esclusivamente sull’osservazione morfologica,. Per garantire maggiori possibilità 
di successo normalmente vengono trasferiti più di un embrione e, a meno che non 
abbiano la stessa caratteristica morfologica, risulta molto difficile definire, nel 
caso di una gravidanza, quale sia stato l’embrione che si è impiantata in utero. 
Di conseguenza i pochi dati che si hanno a disposizione derivano da studi fatti su 
un numero limitato di trattamenti (Giorgetti 1995, Ziebe 1997, Van Royen 
1999,2000) che comunque sono serviti a dare ottime informazioni. Tra i fattori 
maggiormente importanti per la selezione embrionale sono lo stadio di sviluppo, 
le percentuali di frammentazione (Giorgetti 1995, Ziebe 1997, Van Royen 
1999,2000), la presenza di un nucleo in ogni blastomero (Palmstierna 1998, 
Saldeen and Sudstrom 2005), l’uniformità nella dimensione dei blastomeri 
(Giorgetti 1995, Ziebe 1997, 2003, Handarson 2001) e la simmetria di clivaggio 
(Dor 1986). 
Sotto in figura n°8 vengono rappresentati alcuni stadi morfologici di un embrione 
a 2 cellule, a 4 cellule, a 8 cellule e allo stadio di blastocisti. 
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IL TRASFERIMENTO DEGLI EMBRIONI IN CAVITA’ 
UTERINA 
 
Storicamente la tecnica del trasferimento degli embrioni e un procedimento poco 
studiato rispetto alle altre procedure della riproduzione assistita. Solo 
recentemente si è presa coscienza che esso è la tappa più importante di tutto il 
procedimento della fecondazione in vitro, così come la più delicata (Naaktgeboren 
1997). Infatti basti pensare che la positività dei prelievi ovocitari è del 95%, i tassi 
di fecondazione oscillano tra il 60% e il 95%, l’80% delle pazienti giunge al 
transfer ma solo il 15-40% avrà poi una gravidanza. I fattori più importanti che 
influenzano i risultati sono quello dell’embrione e dell’endometrio. Normalmente, 
nella fecondazione naturale, le possibilità d’impianto dell’embrione sono del 35%, 
mentre in caso di FIVET/ICSI con transfer di un solo embrione sono circa 10-
17%. Vari sono i fattori coinvolti  nelle possibilità di successo, tra cui l’età della 
paziente, il tipo di stimolazione, le condizioni del prelievo ovocitario, della 
coltura, della qualità dell’embrione e del transfer. Giocano un ruolo non 
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indifferente anche i fattori endometriali, infatti le cause dei maggiori fallimenti 
derivano dalle ripercussioni della stimolazione ovarica sull’endometrio uterino. 
Nei cicli stimolati infatti si ha un aumento del rapporto Estradiolo/progesterone 
con tassi elevati di estradiolo, che provocano una maturazione più rapida 
dell’endometrio nella fase luteale (Smitz 1987). L’uso di induttori dell’ovulazione 
a clima antiestrogenico ha comportato, in passato, problemi di anomalie del 
recettore endometriale (Smitz 1988).  
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SCOPO DELLA TESI 
Lo scopo di questo studio è stato quello di trovare dei parametri di selezione 
ovocitaria per garantire alle coppie, che afferiscono ad un centro di fecondazione 
assistita, una possibilità di ottenere una gravidanza dal trasferimento di embrioni 
ottenuti da ovociti crioconservati.  
Visto la alta variabilità morfologica dell’ovocita e la sua influenza sia sullo 
sviluppo embrionale che sulle possibilità di impianto, come primo punto abbiamo 
voluto vedere quali caratteristiche morfologiche potevano influenzare l’efficienza 
clinica. Sebbene alcuni ovociti possono apparire intuitivamente non belli per un 
embriologo, non c’è una chiara evidenza che una forma irregolare, uno spazio 
perivitellino largo o una zona pellucida scura abbiano un impatto sullo sviluppo a 
blastocisti (Rienzi et al. 2003).  
Noi abbiamo preso in considerazione la qualità del primo globulo polare e alcune 
alterazioni citoplasmatiche quali vacuoli o di zone di addensamento.  
Oltre che definire quale aspetto morfologico ovocitario è più indicativo per 
garantire un successo in termini di gravidanza, abbiamo anche cercato di 
identificare il numero minimo di ovociti da congelare per poter garantire alla 
paziente almeno un trasferimento di embrioni. 
Valutato i parametri di selezione ovocitaria abbiamo applicato le due tecniche di 
crioconservazione, congelamento lento e vitrificazione, alla routine clinica per 
valutare l’efficacia in termini di gravidanze, di impianto e di aborto.  
Come punto finale dello studio abbiamo cercato di identificare quale gruppo di 
coppie poteva beneficiare del trattamento, in base all’età della donna e ai 
parametri del campione seminale.
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MATERIALI E METODI 
 
PAZIENTI 
Sono state incluse nello studio coppie afferenti presso il Servizio di Fisiopatologia 
della Riproduzione dell’Ospedale Infantile “Burlo Garofolo” di Trieste, nel 
periodo che va da gennaio 2007 a dicembre 2009. 
Tutte le pazienti erano state debitamente informate e avevano dichiarato la loro 
volontà con la sottoscrizione di un consenso informato al congelamento di ovociti. 
Le coppie prima di accedere alle tecniche di fecondazione in vitro sono state 
sottoposte ad un’accurata anamnesi e ad un’attenta valutazione clinica, supportata dalle 
indagini di laboratorio che prevedono in particolare uno  screening infettivologico, 
cromosomico e ormonale, come previsto dal Ministero della Sanità. 
 In particolare si richiedeva:  
a. ricerca di mutazioni del gene della fibrosi cistica 
b. ricerca di microdelezioni del cromosoma Y per i pazienti 
azoospermici 
c. elettroforesi dell’ emoglobina 
d. resistenze osmotiche eritrocitarie 
e. dosaggio del 6-GPDH 
f. gruppo sanguigno e Rh 
g. emocromo 
h. TPHA 
i. Anti-HIV 
j. HBsAG 
k. Anti-HCV. 
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Nella partner femminile anche: 
l. tampone vaginale 
m. Rubeo-test 
n. Toxo-test 
o. Anti-CMV 
p. valutazione anestesiologica 
Nel nostro centro l’ammissione ad un programma di fecondazione in vitro (FIV) è 
riservato solo a coppie sposate o a coppie di fatto. Non è previsto l’utilizzo di 
gameti di donatori, in quanto vietato per disposizioni ministeriali. Pertanto, sono 
escluse anche single, donne  in età da menopausa e coppie omosessuali. 
In riferimento all’età della donna, è previsto un limite di età massimo di 42 anni, 
oltre la quale la procedura è fortemente sconsigliata.  
 
PROTOCOLLI DI STIMOLAZIONE OVARICA 
La spiegazione delle modalità di somministrazione dei farmaci e quella relativa al 
controllo della risposta delle ovaie alla stimolazione (monitoraggio), fanno parte di uno 
specifico ruolo del Medico che prepara la paziente alla fase operativa delle tecniche di 
riproduzione assistita. Per questo è stato consegnato ad ogni coppia un Piano Terapeutico 
in cui veniva evidenziato il tipo di farmaco, la dose, i tempi e le modalità di 
somministrazione.  
Sono stati utilizzati due protocolli di stimolazione. Il primo, protocollo lungo, 
prevedeva la soppressione ipofisaria con Triptorelina 0,1 mg/die a partire dal 21° 
giorno del ciclo precedente. Dopo 14 giorni di trattamento si procedeva a 
dosaggio dell’estradiolo plasmatico e a una ecografia. Se il valore dell’estradiolo 
era inferiore a 30 pg/ml e non si evidenziavano formazioni follicolari a livello 
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dell’ovaio, si considerava raggiunto il blocco ipofisario e veniva iniziata la 
stimolazione.  In base alle caratteristiche della paziente (età, BMI, esito cicli 
precedenti) veniva somministrata una dose giornaliera di FSH o hMG, o di 
entrambi, variabile dalle 75 alle 400 UI. Al quinto giorno di trattamento, veniva 
eseguito un primo controllo ormonale ed ecografico, utile per controllare lo 
sviluppo follicolare ed eventualmente ridurre o aumentare la dose di 
gonadotropine. Ulteriori controlli erano eseguiti a giorni alterni. Quando erano 
presenti almeno 3 follicoli di diametro superiore a 18 mm, con valori di estradiolo 
di almeno 1000 pg/ml, veniva sospesa la somministrazione di gonadotropine, e 
veniva prescritta la somministrazione di 5.000-10.000 UI di hCG. Quest’ultima 
iniezione, veniva eseguita 36 ore prima del prelievo ovocitario. 
Il secondo protocollo non prevedeva una soppressione ipofisaria ma una  
somministrazione di gonadotropine sempre da 75 a 400 UI il primo o il secondo 
giorno del ciclo mestruale. I controlli successivi erano eseguiti con le stesse 
modalità dell’altro protocollo. Dal 7° giorno del ciclo, o in presenza di un 
follicolo di 14 mm di diametro, veniva somministrata una fiala di antagonista del 
GnRH (0,25mg) per prevenire il picco di LH e quindi una ovulazione spontanea. 
La somministrazione di questo farmaco andava avanti fino al momento in cui si 
otteneva una buona crescita follicolare, in base ai criteri descritti. La 
somministrazione dell’antagonista veniva quindi sospesa, veniva somministrata 
l’hCG e programmato il recupero ovocitario, secondo le stesse modalità del primo 
protocollo. 
Per il trasferimento di embrioni derivati da ovociti non congelati,  a partire dal 
giorno del prelievo ovocitario, veniva somministrato del progesterone naturale per 
via intramuscolare alla dose di 50 mg/die. Dopo 12 giorni dal trasferimento degli 
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embrioni in utero, veniva eseguito un prelievo ematico per il dosaggio dell’hCG. 
Se il ciclo aveva successo, il progesterone veniva somministrato fino alla decima 
settimana di gestazione, altrimenti veniva sospeso. 
Il trasferimento degli embrioni derivati da ovociti scongelati è stato eseguito su 
ciclo spontaneo. In particolare lo sviluppo follicolare spontaneo veniva controllato 
per via ecografica e quando il follicolo dominante raggiungeva un diametro di 
18mm e lo spessore endometriale era di almeno 9mm, veniva somministrato 
l’ormone hCG. Trentasei ore dopo venivano scongelati gli ovociti e trattati come 
fossero ovociti appena recuperati da una stimolazione follicolare. 
 
PREPARAZIONE DEI TERRENI 
Quando la paziente era considerata pronta per il prelievo degli ovociti si 
procedeva alla preparazione dei terreni.  
Tutti i terreni sono stati preparati 24 ore prima del loro utilizzo e mantenuti in 
incubatore a 37°C in atmosfera al 5% di CO2 per permettere ai terreni di coltura di 
raggiungere il valore ottimale di pH. 
I terreni utilizzati erano tutti pronti all’uso e maneggiati in condizioni di estrema 
sterilità.  
IVF medium: è un terreno di coltura, contenente amminoacidi essenziali, 
glucosio come fonte energetica e antibiotici. A seconda della ditta produttrice può 
venir addizionato  con HSA al 5%. 
Per ogni paziente veniva preparata:  
 una piastra multidish a 4 pozzetti con 0,5 ml di IVF per pozzetto ricoperti 
con 0,5 ml di olio per l’equilibrazione degli ovociti dopo il prelievo;  
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 una piastra multidish a 4 pozzetti  con 0,5 ml di Hyaluronidase diluita con 
IVF a una concentrazione di 20 UI nel 1° pozzetto e IVF negli altri 3, il 
tutto ricoperto da 0,5ml di olio per togliere le cellule del cumulo; 
 una piastra petri con gocce di IVF da 50 µl ricoperta con olio per la 
coltura; 
 una provetta con 1ml di IVF per trattare il campione seminale; 
 una provetta con 1ml di terreno IVF per i trasferimenti in utero; 
flushing medium: è un terreno tamponato che serve per il lavaggio dell’ago 
durante il prelievo degli ovociti,  per il lavaggio dei follicoli nel caso di ridotta 
risposta ovarica e per il lavaggio degli ovociti dal liquido follicolare. 
Per ogni paziente è stata preparata, una provetta con 9,5ml di medium, a cui si 
sono stati aggiunti 0,5 ml di HSA, che serviva per il lavaggio degli ovociti 
recuperati al prelievo e 2 fiasche con 50ml ciascuno di medium per il lavaggio dei 
follicoli e dell’ago da prelievo; 
olio minerale: è un olio specifico per ricoprire il terreno di coltura in modo da 
evitare possibili contaminazioni ma soprattutto per ridurre le variazioni di pH e di 
temperatura durante la manipolazione degli ovociti fuori dall’incubatore. 
L’olio è stato messo in incubatore 48 ore prima dell’utilizzo per la successiva 
preparazione di piastre; 
piastre icsi: la piastra icsi è una normale piastra da coltura contenente una goccia 
di PVP (polivinilpirrolidone) da 5 l e 8 gocce di terreno tamponato da 10µl , il 
tutto ricoperto da 6ml di olio.  
Il PVP è una sostanza in grado di rallentare il movimento degli spermatozoi per 
riuscire a manipolarli con appositi aghi. Le piastre, preparate lo stesso giorno del 
prelievo ovocitario venivano mantenute in incubatore fino al momento dell’uso. 
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PRELIEVO OVOCITARIO ECOGUIDATO PER VIA VAGINALE 
Attualmente il recupero degli ovociti dal follicolo avviene con l’uso di sonde 
endoluminali di piccole dimensioni. Il loro utilizzo ha portato molti vantaggi nel 
recupero ovocitario attraverso i fornici vaginali, così come la possibilità di avere 
immagini più chiare con l’uso di trasduttori ad alta frequenza. In questo modo è 
possibile aspirare follicoli con diametro ridotto senza dover eseguire la replezione 
vescicale e permettendo all’operatore una miglior visuale e quindi  di evitare i 
vasi pelvici (Kerin 1983, Rossavik 1986). Gli aghi utilizzati hanno diametri che 
variano da 16 a 18 Gauge ed hanno caratteristiche che consentono una buona 
visualizzazione sullo schermo ecografico. La lunghezza varia da 27 a 35 cm. 
Durante l’intera operazione le pazienti sono state  sedate con del DIPRIVAN.  
La sonda endovaginale dopo essere stata ricoperta con una guaina sterile, è stata 
collegata ad una giuda attraverso la quale è stato inserito l’ago, a sua volta 
collegato ad una pompa di aspirazione. Introdotta la sonda in vagina, orientata 
verso l’ovaio e visualizzato il follicolo, sotto la traccia luminosa del monitor l’ago 
entrava nel follicolo passando attraverso la parete vaginale posteriore. 
Il fluido follicolare aspirato è stato raccolto in provette sterile mantenute al caldo 
e portate immediatamente in laboratorio per il recupero ovocitario. Il fluido 
follicolare è stato versato in appositi dischi petri tenuti al caldo a 37°C sul piano 
della cappa di lavoro. Dopo osservazione del contenuto con lo stereo microscopio, 
l’ovocita eventualmente presente veniva prelevato con la pipetta pasteur, lavato in 
terreno di coltura tamponato e riposto in una piastra contenete terreno IVF non 
tamponato. Alla fine del prelievo la piastra, dopo essere stata identificata con il 
50 
 
nome della paziente, veniva riposta in incubatore a 37°C e 5% CO2 fino al 
momento della decumulazione con la ialuronidase. 
Dopo ogni prelievo tutto il materiale utilizzato per la paziente è stato buttato, 
ripuliti i ripiani e preparato tutto per la paziente successiva. 
Durante questi primi iniziali procedimenti è molto importante: 
1. fare attenzione agli sbalzi di temperatura; 
2. velocizzare al massimo tutti i passaggi; 
3. possibilmente lavorare con la sola luce proveniente dal microscopio; 
 
DECORONIZZAZIONE DEGLI OVOCITI 
La decoronizzazione degli ovociti, rimozione delle cellule del cumulo, avviene 
con l’utilizzo di mezzi meccanici e di sostanze chimiche, in particolar modo con 
l’enzima ialuronidasi (80UI). 
Dopo circa 2 ore dal prelievo ovocitario, gli ovociti sono stati trasferiti dalla 
piastrina di coltura alla piastra a 4 pozzetti contenente la Hyaluronidase. Sono 
stati prelevati con  la pipetta pasteur e lavati per un massimo di 10 secondi nel 
primo pozzetto contenente l’enzima. Questo tempo era necessario per permettere 
la disgregazione delle cellule del cumulo. Passato il tempo i gameti sono stati 
spostati nei pozzetti successivi dove il processo della decoronizzazione è stato 
concluso con l’utilizzo di pipette molto sottili, dal diametro di 140 m  Gli 
ovociti sono passati fuori e dentro dalla pipetta finché tutte le cellule del cumulo 
non si sono staccate dalla zona pellucida. Alla fine del procedimento i gameti 
sono stati trasferiti in una nuova piastra da coltura fino al momento del 
congelamento o dell’inseminazione. 
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Durante tutto il protocollo di decoronizzazione è molto importante che gli ovociti 
siano esposti a basse concentrazioni di Hyaluronidase per tempi molto brevi, in 
quanto si è visto che lunghe esposizioni a elevate concentrazioni possono 
provocare attivazioni partenogenetiche dell’ovocita stesso. Molto importante è 
anche il diametro delle pipette in quanto l’uso di pipette con diametri troppo 
piccoli possono provocare danni al citoscheletro dell’ovocita. Solitamente il 
diametro ovocitario è di 150 m. 
Gli ovociti così puliti sono stati osservati all’invertoscopio per valutarne il grado 
di maturazione e eventuali alterazioni morfologiche. 
 
CLASSIFICAZIONE DEGLI OVOCITI 
La classificazione degli ovociti è stata fatta all’invertoscopio ad un ingrandimento 
di 400X. Essa si basa sulla valutazione della zona pellucida, dello spazio 
perivitellino, del citoplasma e del globulo polare. 
Al momento dell’osservazione gli ovociti possono essere in tre diversi stadi 
maturativi: vescicola germinale, metafase I e metafase II. 
In figura n°9 vengono rappresentati gli ovociti prodotti: 
  
52 
 
  
  
 
Vescicola germinale stadio genetico profase 1 della prima divisione meiotica: 
deve essere lasciato a “maturare” per almeno 12-18 ore finché non estrude il 
primo globulo polare. Diversi studi dimostrano comunque che un ovocita non 
maturo dopo 36-40 ore dall’iniezione dell’hCG non è di buona qualità e gli 
embrioni che si formano non si impiantano. 
Immaturo stadio genetico metafase I (privo di globulo polare): necessita in media 
di 6 ore per giungere alla metafase II. 
Maturo stadio genetico metafase II: può essere utilizzato dopo 2-6 ore di 
incubazione. 
Approssimativamente l’85% degli ovociti decoronizzati sono in metafase II.  
Come descritto nella prima parte gli ovociti possono trovarsi in differenti qualità 
morfologiche: globulo polare integro, frammentato o granuloso; citoplasma 
normale, con inclusioni o con vacuoli; zona pellucida normale, spessa o sottile, 
spazio perivitellino normale o aumentato con inclusioni. 
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CONGELAMENTO LENTO 
Dopo circa due ore dal prelievo ovocitario e dopo la valutazione morfologica, gli 
ovociti sono stati congelati. 
Per la metodica del congelamento lento abbiamo preparato una piastra a 4 
pozzetti, nel primo pozzetto sono stati messi 0,5ml di terreno di equilibrazione 
contenente 1.5 mol/l di PrOH e nel secondo pozzetto 0.5ml di terreno di 
congelamento contenente 1.5 mol/l PrOH e 0.3 mol/l di saccarosio. Abbiamo 
preparato due pozzetti per ogni paillettes quindi per ogni 3 ovociti. In attesa che i 
terreni raggiungano una temperatura ambiente, circa 30 min, abbiamo identificano 
le paillettes con il nome e cognome della paziente e con la data di congelamento. 
Per questa tecnica abbiamo utilizzato le paillettes ad alta sicurezza che vengono 
saldate ad entrambe le estremità per evitare contaminazioni degli ovociti. Al 
momento del congelamento gli ovociti sono stati prelevati dalla piastra di coltura 
e trasferiti tre a tre nei pozzetti di equilibrazione per 10 min. Alla fine del tempo i 
gameti sono stati trasferiti nelle soluzioni di congelamento e caricati nelle 
apposite  paillettes successivamente messe nelle celle di un congelatore 
programmabile. 
 
 
Planner: congelatore 
programmabile 
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Dopo 5 minuti dall’ultima paillettes caricata abbiamo fatto partire il congelatore 
programmabile con un’opportuna curva di congelamento sotto rappresentata: 
START T°C=  20°C 
 I STEP = - 2°C/min fino a – 7°C 
 II STEP= hold di 3 min. 
 III STEP= seeding manual 
 IV STEP= hold di 7 min 
 V STEP= -0.3°C/min fino a –30°C 
 VI STEP= -50°C/min fino a –180°C 
 VII STEP= direttamente in azoto liquido 
 
Alla fine della curva di congelamento le paillettes sono state trasferite nei 
contenitori  di azoto per lo stoccaggio, nella posizione identificata con il nome 
della paziente,  
 
SCONGELAMENTO 
Al momento dello scongelamento abbiamo preparato un contenitore con acqua a 
30°C, una piastra a 4 pozzetti contenente nel primo pozzetto 0,5ml di 1.0 mol/l di 
PrOH, nel secondo 0,5ml di 0.5mol/l di PrOH, nel terzo 0,5ml di 0.3mol/l 
saccarosio e nel quarto l’ultima soluzione contenente terreno di lavaggio.  
Per lo scongelamento la metodica prevedeva che la pailette venga  tenuta in aria 
per 30’’ e trasferita in acqua a 30°C per 40”. Immediatamente dopo aver tagliato 
un’estremità con delle forbici sterili, la pailette viene collegata ad una siringa. 
Dopo aver tagliato anche l’altra estremità, tutto il contenuto viene vuotato nel 
pozzetto contenente la prima soluzione di scongelamento. Appena si osservava la 
fuoriuscita degli ovociti, si fa partire il cronometro per controllare i tempi di 
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scongelamento che prevedevano 5 minuti nella prima e nella seconda soluzione, 
10 minuti nella terza e nella quarta soluzione e altri 10 minuti a 37°C. Alla fine 
dello scongelamento gli ovociti sopravvissuti vengono trasferiti in una piastra da 
coltura contenente terreno non tamponato e riposta in incubatore fino al momento 
dell’inseminazione. 
   
VITRIFICAZIONE 
Anche per questa tecnica di crioconservazione gli ovociti vengono utilizzati dopo 
circa due ore dal prelievo. 
I terreni sono stati equilibrati a temperatura ambiente per almeno 1 ora prima di 
iniziare il protocollo e durante tutta la manipolazione dei gameti sono state 
utilizzate delle pipette da 140 m di diametro per spostare piccoli volumi di 
terreno in modo da non alterare la loro composizione. 
In una piastra petri viene  messa una goccia da 20 l di terreno tamponato dove 
vengono trasferiti gli ovociti da congelare, in numero non maggiore a 3. A circa 1 
mm di distanza viene depositata una goccia da 20 l di equilibration medium (EM) 
creando con la pipetta un ponte tra le due gocce. L’ovocita per effetto di densità 
tende a spostarsi  verso il bordo della goccia tamponata, così da venire a contatto 
in modo graduale con i crioprotettori contenuti nella soluzione di equilibrazione. 
Dopo 3 minuti di incubazione viene aggiunta una seconda goccia di EM sempre a 
1 mm di distanza e sempre ricreando il ponte di prima per creare all’ovocita il 
minor stress osmotico possibile. 
Dopo altri 3 minuti di incubazione gli ovociti vengono trasferiti in una nuova 
goccia di EM e lasciati equilibrare per un massimo di 9 minuti, o fino a quando 
ritornano nella forma originale dopo una iniziale disidratazione.  
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Come mostrato in figura n°10 l’ovocita dopo un restringimento del citoplasma 
ritorna al suo volume originale prima di essere messo nella soluzione concentrata 
di vitrificazione.  
Figura n°10 
 
                                         
 
Due minuti nella soluzione di equilibrazione,                   12 minuti nella soluzione di equilibrazione 
 
A questo punto gli ovociti vengono spostati nel pozzetto di un disco monowell 
contenente 500 l di VITRIFICATION MEDIUM ,  e dopo circa 30” caricati negli  
opportuni supporti, nel nostro caso cryoleaf, che entro 1 minuto vanno immersi in 
azoto liquido. 
In figura n°11 viene rappresentato tutto il processo. 
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Figura n°11 
                    
             
 
 
 
             
 
 
 
Per il nostro studio abbiamo caricato un massimo di tre ovociti con le stesse 
caratteristiche morfologiche. 
SCONGELAMENTO 
Anche nel momento dello scongelamento i terreni sono stati portati a temperatura 
ambiente per almeno 1 ora, mentre la soluzione di thawing  è stata scaldata a 
37°C. Il protocollo prevedeva la preparazione di una monowell con 700ml di 
terreno thawing e una piastra 4 pozzetti con 500 l di diluition medium nel primo 
e secondo pozzetto e washing medium nel terzo e quarto pozzetto. 
Caricamento degli ovociti 
Immersione in azoto liquido 
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La pailettes è stata aperta in azoto liquido e immediatamente immersa nella piastra 
monowell contenente la soluzione di 1.0M di saccarosio, per un minuto. 
Successivamente gli ovociti sono stati trasferiti nella seconda soluzione 
contenente 0.5M di saccarosio per 3 minuti, e per altrettanti nella terza soluzione 
contenete invece 0.25M di saccarosio. Alla fine gli ovociti sono stati risciacquati 
in un terreno di lavaggio per tre minuti prima di essere trasferiti nel terreno di 
coltura e riposti in incubatore a 37°C e 5% di CO2. 
L’ovocita appena messo in saccarosio inizia già a rigonfiarsi, nei casi che succeda, 
di solito si lisa quando passa nell’ultima soluzione. 
In figura n°12  viene raffigurato l’intero processo. 
 
 
 
 
                     
 
PREPARAZIONE DEL LIQUIDO SEMINALE PER LA FECONDAZIONE IN 
VITRO 
La preparazione del liquido seminale, per le tecniche di fecondazione assistita 
(ART), deve essere eseguita utilizzando il materiale monouso con rispetto dei 
criteri di sterilità. Si utilizzano: pipette pasteur sterili,  pipette graduate e provette 
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da centrifuga. Tale materiale dovrebbe essere preparato sotto la cappa poco prima 
di iniziare il lavoro. 
Il campione seminale viene lavato con due volumi di SPM ( sperm preparetion 
medium contenente Hepes 25mM) arricchito di HSA 5% e glutamina 5%  per 
rimuovere il plasma seminale. Dopo centrifugazione a 1200rpm per 10 minuti, si 
scarta il pellet e si stratificano sopra 0.5ml di IVF. La provetta così preparata 
viene lasciata in incubatore per almeno 30 min per permettere agli spermatozoi 
capacitati di migrare nel terreno soprastante.   
Passato il tempo necessario con una pipetta si raccoglie il sovranatante contenenti 
gli spermatozoi pronti da essere utilizzati. 
 
 
ICSI: INIEZIONE INTRACITOPLASMATICA DI SPERMATOZOI  
L’iniezione intracitoplasmatica degli ovociti è una tecnica che necessita di uno 
strumento molto sofisticato che si compone di un microscopio invertito con 
oculari 10X e ottiche con obiettivi 4X, 10X, 20X e 40X in contrasto di fase e 
visione Hoffman, di una piastra riscaldante, di un sistema di micromanipolazione 
e di un sistema video. 
La piastra riscaldante è appoggiata direttamente sul piano di lavoro per evitare 
eccessivi sbalzi ai gameti durante l’esecuzione della tecnica; il sistema di 
micromanipolazione è costituito da due porta-aghi per altrettante due 
micropipette: holding che serve per tenere fermo l’ovocita e injecting che serve 
per eseguire l’iniezione dello spermatozoo nell’ovocita.  Entrambe le micropipette 
sono controllate da micromanipolatori, destro e sinistro, costituiti da due bracci 
meccanici o idraulici in grado di realizzare, nei tre piani dello spazio, sia dei 
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macrospostamenti per un’iniziale settaggio del sistema, sia dei microspostamenti 
per la manipolazione fine e propria dei gameti; la pressione all’interno delle 
micropipette viene invece controllata da due microiniettori ad olio. 
Al momento dell’esecuzione della tecnica le due micropipette holding e injecting 
vengono caricati sugli appositi porta-aghi. Con l’ingrandimento 4X e con 
l’utilizzo dei macro e micromanipolatori si mettono a fuoco le micropipette 
orientandole  in modo che la parte finale sia parallela alla superficie del disco e 
che siano parallele tra loro (una prova può essere fatta inserendo l’ago nella 
Holding). 
Quando tutto il sistema è pronto, dall’incubatore viene preso il campione seminale 
contrassegnato con il cognome della paziente e caricato in quantità di pochi l 
nella goccia contenente il PVP. Altrettanto viene fatto con gli ovociti i quali 
vengono trasferiti nelle gocce contenenti il terreno tamponato. 
Esecuzione della tecnica 
Ad ingrandimento 4X viene messo a fuoco il bordo della goccia contenente gli 
spermatozoi; una volta identificato lo spermatozoo idoneo, esso viene bloccato 
con la pipetta injecting Questo passaggio è una parte importante della procedura 
della ICSI in quanto induce la permeabilizzazione  della membrana dello 
spermatozoo e la successiva decondensazione nucleare. Lo spermatozoo 
immobilizzato viene aspirato all’interno del microago a partire dalla coda.  
Con la pipetta Holding si scende nella goccia dell’ovocita e lo si immobilizza 
appoggiando la pipetta sulla zona pellucida e aspirando dolcemente. L’ovocita va 
posizionato con il globulo polare a ore 6 in quanto si è visto che in questo modo il 
fuso mitotico, che si trova a livello del globulo polare, non viene danneggiato 
dall’ingresso della injecting che entra nell’ovocita alle ore 3 ( Rienzi 2003). Dopo 
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aver fissato l’ovocita si penetra all’interno con il microago, si aspira un po’ di 
citoplasma per rompere la membrana plasmatica e si rilascia lentamente lo 
spermatozoo cercando di espellere meno PVP possibile. La rottura della 
membrana e la aspirazione del citoplasma all’interno del microago è necessaria 
per l’attivazione dell’ovocita stesso. 
Dopo aver rilasciato lo spermatozoo si esce in modo molto delicato. 
Si allenta la presa della pipetta holding e si rilascia l’ovocita, si allontanano le 
micropipette e si ricomincia con il secondo ovocita 
Alla fine quando tutti gli ovociti sono stati inseminati li si trasferisce in una nuova 
piastra di coltura e riposizionati in incubatore a 37°C al 5% di CO2 nel posto 
assegnato alla paziente.  
 
Sotto viene raffigurato l’intero processo: 
 
 
             
 
Immobilizzazione dello spermatozoo          aspirazione dello spermatozoo 
 
          
 
Avvicinamento all’ovocita                        iniezione dell’ovocita 
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CONTROLLO DELLA FERTILIZZAZIONE 
La fertilizzazione viene controllata dopo 16-20 ore dall’inseminazione; oltre tale 
periodo è possibile non riuscire ad identificarla. 
Devono essere presenti i 2 pronuclei, uno derivante dall’ovocita e uno dallo 
spermatozoo, e due globuli polari; il secondo globulo polare viene estruso dopo 
l’attivazione dell’ovocita da parte dello spermatozoo completando così la sua 
maturazione meiotica. Nel caso in cui nessun ovocita mostri segni di fecondazione 
si ripete l’osservazione dopo 4 ore. Gli zigoti che presentavano 1 o 3 pronuclei 
non sono stati utilizzati in quanto è indice di un alterato corredo cromosomico 
così come la presenza di pronuclei di misura diversa (uno grande e uno piccolo), o 
staccati tra loro (Gianaroli 2003, Nagy 2003).  
La fertilizzazione è stata osservata all’invertoscopio e gli zigoti sono stati 
calssificati in base al numero e alla morfologia dei pronuclei. Una volta 
selezionati gli zigoti con normale fertilizzazione,  sono stati trasferiti in un nuovo 
terreno di coltura e rimessi in incubatore nel posto assegnato alla paziente. 
 
 
Spermatozoo rilasciato nel 
citoplasma dell’ovocita 
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In figura n°13 viene rappresentato a sinistra un’ovocita con una fertilizzazione 
normale e a destra una ovocita con tre pronuclei 
 
                         
 
 
 
 
COLTURA DEGLI EMBRIONI 
Gli embrioni vengono tenuti in coltura per 48-72 ore dalla inseminazione. In 
alcuni casi possono essere tenuti fino allo stadio di blastociste (5° giornata).   
Come indicato nella prima parte della tesi, nella valutazione della qualità 
embrionale, viene osservato il numero e le dimensioni dei blastomeri (stadio di 
clivaggio), e la presenza di un nucleo per ogni blastomero. 
Una prima osservazione può essere fatta a 25 ore dall’inseminazione indicata 
come early clevage in quanto si è visto che gli embrioni che presentavano già 
questo grado di sviluppo avevano maggiori possibilità di impianto.  
Noi abbiamo iniziato a valutare la qualità degli embrioni a 48 ore classificandoli 
in base alla tabella sotto raffigurata. 
Ovocita con una fertilizzazione 
normale: due pronuclei e due globuli 
polari 
Ovocita con una fertilizzazione 
anormale: tre pronuclei 
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In particolare gli embrioni di buona qualità sono quelli che presentano 4 cellule  a 
48 ore e 8 a 72 ore con un massimo del 10% di frammenti e con un nucleo per 
ogni blastomero. 
 
 Classificazione dell’embrione 
 
GRADO A Blastomeri regolari di uguali dimensioni, citoplasma omogeneo 
Frammenti cellulari <10% 
GRADO B Blastomeri regolari e di uguali dimensioni, citoplasma 
omogeneo 
Frammenti cellulari >10% <30% del volume dell’embrione 
GRADO C Blastomeri diseguali, citoplasma con piccole porzioni 
eterogenee 
Frammenti cellulari >30% <50% del volume dell’embrione 
GRADO D Blastomeri diseguali, citoplasma con granulazioni 
Frammenti cellulari >50% del volume dell’embrione 
 
GRADO E Blastomeri disuguali, multinucleati, citoplasma con granulazioni 
Frammentazioni >50% del volume dell’embrione 
 
In dettaglio alla mattina del giorno dopo l’osservazione della avvenuta 
fertilizzazione, abbiamo controllato lo stadio di sviluppo osservando gli embrioni 
all’invertoscopio, ad un ingrandimento di 400X per poter osservare bene la 
presenza di un nucleo per ogni blastomero. 
Una volta segnata sulla scheda della paziente la qualità degli embrioni, la piastrina 
è stata riposta sempre in incubatore nella stessa posizione. 
Sotto viene rappresentata una tabella della completa classificazione degli 
embrioni nei diversi giorni di sviluppo. 
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CLASSIFICAZIONE EMBRIONALE
40/44 h (2° giorno)
2/3 bl
A/B
4 bl
A
5/6 bl
B
2/3 bl 4/5 bl 6/8 bl
AB/CD
66/70 h (3° giorno)
Grado di framm. %
< 10 >10<30 >30<50 >50
Bl. multinucl
<25% >25%
A B DDC E
Vari gradi di deg.
Legg. Gran, 
scuri
e/o vac
Molto gran,
scuri
e/o vac
A= Embr di ottima qualità
B= Embr di buona qualità
C= Embr di discreta/suff qualità
D= Embr di qualità appena suff
(blocco cleav)
E= Embr pessimi NO tr.
 
 
IL TRASFERIMENTO DEGLI EMBRIONI IN UTERO 
Gli embrioni vengono trasferiti in utero in seconda o terza giornata dal prelievo 
ovocitario. 
Stadio di sviluppo degli embrioni 
 giorno 0: pick up 
 giorno 1: 2 pronuclei 
 giorno 2: embrione a 2-4 cellule 
 giorno 3: embrione a 6-8 cellule 
 giorno 4: embrione morula 
 giorno 5: blastocisti 
Dopo aver valutato la morfologia degli embrioni e deciso il loro trasferimento si 
procede al caricamento nel catetere. In dettaglio si raccorda il catetere da transfer 
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alla siringa, si porta sotto il microscopio la piastra con gli embrioni, si 
trasferiscono gli embrioni prescelti per il trasferimento in una nuova piastra 
contenente terreno fresco e si carica il catetere aspirando gli embrioni con la 
minor quantità possibile di terreno. Si passa il catetere al ginecologo che procede 
al trasferimento. 
Dopo aver effettuato il trasferimento si controlla che gli embrioni non siano 
rimasti nel catetere. 
Per il trasferimento degli embrioni abbiamo usato il set TDT, costituito da una 
guida  mandrinata e da un catetere morbido, e abbiamo trasferito quasi sempre 3 
embrioni a 48 ore dall’inseminazione. 
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RISULTATI  
 
Nel periodo da gennaio a dicembre 2007 abbiamo eseguito la prima parte del nostro 
studio valutando le percentuali di sopravvivenza degli ovociti allo scongelamento e  
rapportato i dati alle caratteristiche morfologiche.  
Come raffigurato in tabella  n°1 abbiamo iniziato la crioconservazione con la metodica 
del congelamento lento. Abbiamo congelato 145 ovociti sovra numerari che sono stati 
recuperati duranti i prelievi ovocitari delle pazienti che si sono sottoposte a cicli di 
fecondazione assistita. Le pazienti hanno acconsentito all’utilizzo di questi gameti per 
ricerca sottoscrivendo un apposito consenso. Dei 145 ovociti scongelati sono stati 
ritrovati 134 (92%), dei quali 92 sono sopravvissuti, dando una percentuale di 
sopravvivenza del 63% sugli ovociti crioconservati e del 68% sugli ovociti ritrovati nel 
terreno dopo aver vuotato le paillettes. 
Dei 16 ovociti che non sono sopravvissuti, nel 62% dei casi (26 ovociti) si sono lisati 
nell’ultima soluzione di scongelamento. 
 
Tabella n°1 : congelamento lento: valutazione della tecnica 
N°ovociti crioconservati 145   
N°ovociti scongelati 145   
N°ovociti ritrovati 134 92 %  
N°ovociti sopravvisuti 92 68 % (su ovociti trovati) 
  63 % (su ovociti crio) 
N°ovociti degenerati 16 38 % Nella prima soluzione 
 26 62 % Alla fine dello scong. 
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Una volta valutata la sopravvivenza abbiamo voluto vedere se c’era una differenza tra gli 
ovociti che presentavano alterazioni nella morfologia del primo globulo polare (integro, 
rugoso e frammentato) e del citoplasma (normale, vacuoli e zone di addensamento). 
Come mostrato in tabella n° 2 dei 145 ovociti congelati, al momento del congelamento 59 
presentavano il globulo polare integro, 43 rugoso e altrettanti frammentato. Allo 
scongelamento abbiamo valutato quali ovociti ripresentavano il primo globulo polare.  
Il fatto che gli ovociti non mostrino il globulo polare durante l’inseminazione con la 
tecnica icsi comporta il rischio di danneggiare il fuso meiotico che è quasi sempre 
localizzato sotto il globulo polare.  
Abbiamo trovato che gli ovociti congelati con globulo polare integro, rugoso o 
frammentato hanno presentato la stessa percentuale di sopravvivenza ma non tutti hanno 
ripresentato il globulo polare allo scongelamento: in particolare lo hanno ripresentato 
l’81% degli ovociti congelati con globulo polare integro, il 46% di quelli congelati con 
globulo polare rugoso e solo l’11% dei gameti congelati con globulo polare frammentato.  
Un’analisi analoga l’abbiamo fatta per la morfologia del citoplasma valutando la 
percentuale di sopravvivenza. Tra gli ovociti con globulo polare integro abbiamo 
selezionato quelli con citoplasma normale, con vacuoli o con addensamento della 
granulosità. Abbiamo trovato che gli ovociti congelati con citoplasma normale 
presentavano  una percentuale di sopravvivenza dell’ 84%  mentre quelli con citoplasma 
vacuolato o con zone di addensamento dell’25% in entrambi i casi. 
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Tabella n° 2: congelamento lento: valutazione della tecnica in base alle 
caratteristiche dell’ovocita.  
Globulo polare  congelamento  Sopravvissuti g.p  
g.p integro  59 (41%)  48 (81%)  
g.p rugoso  43 (29%)  20 (46%)  
g.p frammentato  43 (30%)  5 (11%)  
citoplasma  congelamento  sopravvissuti  
Normale  38 (65%)  32 (84%)  
Vacuoli  8 (14%)  2 (25%)  
Zone addensamento  12 (21 %)  3 (25%)  
 
Un identico lavoro lo abbiamo fatto applicando la tecnica della vitrificazione su 109 
ovociti. Come mostrato in tabella n° 3  i risultati sono stati un po’ diversi sia per quanto 
riguarda la percentuale di sopravvivenza, sia per quanto la relazione con le caratteristiche 
morfologiche dell’ovocita.  
In particolare abbiamo scongelato tutti i 109 ovociti dei quali sono stati trovati 102 
(93%). Sono sopravvissuti 87 gameti dando una percentuale di sopravvivenza del 85% in 
riferimento agli ovociti trovato e del 80% sugli ovociti congelati. 
Per quanto riguarda le caratteristiche morfologiche,  in riferimento alla qualità del  primo 
globulo polare (tabella n°4)  abbiamo trovato che gli ovociti congelati con globulo polare 
integro, lo hanno ripresentato nel 93% dei casi,  quelli vitrificati con globulo polare 
rugoso nel 74% dei casi e infine i gameti congelati con globulo polare frammentato nel 
23%. 
Valutando invece  le caratteristiche del citoplasma, gli ovociti congelati con la tecnica di 
vitrificazione hanno mantenuto le stesse percentuali di sopravvivenza degli ovociti 
congelati con la tecnica del congelamento lento: sono sopravvissuti l’86% degli ovociti 
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che non presentavano alterazioni del citoplasma e il 22% e 30 % rispettivamente gli 
ovociti con citoplasma con vacuoli o con granulosità.  
 
Tabella n°3  vitrificazione: valutazione della tecnica 
N°ovociti crioconservati 109   
N°ovociti scongelati 109   
N°ovociti ritrovati 102 93 %  
N°ovociti sopravvisuti 87 85 % (su ovociti trovati) 
  80 % (su ovociti crio) 
 
 
Tabella n°4  vitrificazione: valutazione della tecnica in base alle caratteristiche 
dell’ovocita.  
Globulo polare  congelamento  presenza g.p  
g.p integro  65 (59%)  61 (93%)  
g.p rugoso   27 (25%)  20 (74%)   
g.p frammentato   17 (15%)    4 (23%)   
citoplasma  congelamento  sopravvissuti  
Normale  38 (66%)  33 (86%)  
Vacuoli  9 (16%)    2 (22%)  
Zone addensamento  10(17 %)    3 (30%)  
 
Da gennaio 2008 a dicembre 2009 abbiamo iniziato ad applicare la tecnica del 
congelamento lento alle pazienti che afferiscono al centro. La nostra decisione di iniziare 
con questa metodica si è basata sul fatto che è molto più standardizzata e al momento 
attuale in letteratura ci sono molti più dati sulla sua efficacia. 
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Abbiamo applicato la selezione dei gameti identificata nella prima parte dello studio. In 
particolare abbiamo proposto alle pazienti il congelamento lento quando avevano almeno 
6 ovociti sovra numerari con caratteristiche di globulo polare integro e di citoplasma 
senza alterazioni. 
Come raffigurato in tabella n°5, abbiamo eseguito in totale 59 cicli di crioconservazione, 
congelando 472 ovociti. Nell’arco del periodo studiato siamo riusciti ad eseguire la 
tecnica dello scongelamento in 39 pazienti scongelando in totale 246 ovociti dei quali 152 
sono sopravvissuti dando una percentuale del 62%; potendo  inseminare un massimo di 3 
ovociti per paziente abbiamo eseguito la tecnica ICSI su 114 dei 152 ovociti sopravvissuti 
ottenendo una fertilizzazione dell’81,5% (93 dei 114 inseminati) e uno sviluppo di 
embrioni di buona qualità del 61% (57 su 93). 
Nella stessa tabella abbiamo voluto fare un confronto con i dati di fertilizzazione e di 
sviluppo embrionale degli ovociti delle stesse pazienti ma inseminati il giorno del 
prelievo. Come ci aspettavamo, la differenza principale si è avuta nello sviluppo di 
embrioni dove in effetti inseminando ovociti appena recuperati si ha uno sviluppo di 
embrioni di buona qualità del 79% (66 su 83 ovociti fertilizzati). 
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In tabella n°5 vengono riportati i primi risultati con la tecnica del congelameno. 
Cicli congelamento Cicli a fresco 
Cicli congelati  59      
Cicli scongelati  39  Cicli pick-up  39  
Ov congelati  472  Ovociti raccolti  668  
Ov.scong  246  Ovociti maturi  537 (80%)  
Ov sopravv  152 (62%)    
Ov.inseminati  114  Ov.inseminati  99  
Ov.fertilizzati  normali 93 (81,5%)  Ov.fertilizzati  83 (84%)  
Embrioni trasferiti 93  Embrioni trasferiti  83  
Embrioni di B.Q  57 (61%)  Embrioni di B.Q  66 (79%)  
 
In riferimento ai dati clinici, come mostrato in tabella n° 6, gli embrioni sono stati 
trasferiti in 38 pazienti (una paziente non ha avuto nessun ovocita da trasferire) delle 
quali 8 sono rimaste gravide (21%). Dopo i successivi controlli ormonali 1 paziente è 
risultata avere una gravidanza biochimica, 2 un aborto e 5 invece si sono sviluppate in 
gravidanze evolutive (13%) delle quali due hanno già partorito e tre sono in corso. 
La percentuale di impianto è stata del 9%. 
Nella stessa tabella vengono anche riportati i dati clinici ottenuti dai cicli a fresco eseguiti 
nello stesso periodo. 
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Tabella n°6: dati clinici di gravidanza, confrontati con i dati ottenuti dai cicli a fresco 
dello stesso periodo. 
Cicli congelamento Cicli a fresco 
Cicli scongelati 39  
Cicli trasferiti 38  
gravidanze 8 (21%) 33% 
Grav. biochimiche 1 11% 
Grav. cliniche 7 (18%) 28% 
aborti 2 (28%) 22% 
Grav.evolutive 5 (13%) 21% 
Impianto  9/93 (9,6%) 12% 
 
L’istituto superiore di sanità ha riportato i dati riassuntivi di tutti i centri di fecondazione 
assistita in Italia per l’anno 2007, sul congelamento lento degli ovociti: 12% di 
gravidanze cliniche con un 31% di aborto. 
Valutato l’efficacia clinica in riferimento alla selezione dei gameti abbiamo voluto vedere 
se c’era qualche differenza di risultati in relazione all’età della donna e al fattore 
maschile. Per il primo confronto abbiamo preso in considerazione tre fasce d’età, fino a 
34 anni, da 35 a 37, e da 38 in su. 
Dai risultati abbiamo notato una notevole differenza tra le pazienti al di sotto dei 35 anni 
(31% di gravidanza), tra i 35 e 37 anni (12% di gravidanza) e le pazienti al di sopra dei 38 
anni (0%). 
Per il secondo confronto invece, come raffigurato in tabella n°8 abbiamo ottenuto una 
differenza in termini di gravidanze clinica tra i gruppi di pazienti con campione seminale 
teratospermico (altrerazioni morfologiche) (8%) e azoospermico (assenza di spermatozoi 
nell’eiaculato) (0%) rispetto ai casi con campione seminale normospermico (30%) o con 
oligozoospermia (alterazione della concentrazione) (21%).  
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Tabella n°7, distribuzione risultati clinici per classi d’età 
 <35 35-37 >38 
cicli trasferiti 19 13 6 
gravidanze 6 (31%) 2 (15%) 0 
Grav. biochimiche 1 0 0 
Grav. cliniche 5(26%)   2 (15%) 0 
aborti 2(40%) 0 0 
Grav. evolutive 3(16%)   2 (15%) 0 
 
 
Tabella n°8: distribuzione risultati clinici per fattore maschile 
Fattore maschile Cicli scong. % grav. 
normozoospermia  10 3( 30% cl)  
teratozoospermia  12 1 (8% cl)  
Oligozoospermia  14 3 (21% cl)  
Azoospermia  2 0 
 
Da gennaio a dicembre 2009 abbiamo anche iniziato ad applicare la tecnica della 
vitrificazione su un totale di 25 pazienti congelando in tutto 179 ovociti. Solo negli ultimi 
mesi siamo riusciti a scongelare gli ovociti di 10 pazienti per un totale di 54 ovociti dei 
quali 43 sono sopravvissuti dando una percentuale dell’ 79,6%. Come mostrato in tabella 
n° 9, sono stati inseminati con seme omologo 34 ovociti ottenendo una percentuale di 
fertilizzazione dell’83% (28 zigoti) e uno sviluppo di embrioni di buona qualità del 60% 
(17 embrioni su 28). Anche in questo caso abbiamo voluto fare un confronto con i dati 
dei cicli a fresco delle stesse pazienti. In questo caso non abbiamo avuto nessuna 
differenza né in termini di fertilizzazione né di embrioni di buona qualità. 
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Tutti gli embrioni sono stati trasferiti nelle 10 pazienti ottenendo 2 gravidanze ancora in 
corso, di cui una gemellare, per una percentuale del 20% (tabella n°10) e di impianto del 
17%. 
In tabella n°9: primi risultati con la tecnica della vitrificazione 
Cicli congelamento Cicli a fresco 
Cicli congelati  25      
Cicli scongelati  10  Cicli pick-up  10  
Ov congelati  179  Ovociti raccolti  114  
Ov.scong  54  Ovociti maturi  92(80%) 
Ov sopravv  43  (79,6%)    
Ov.inseminati  34  Ov.inseminati  30  
Ov.fertilizzati  normali 28 (83%)  Ov.fertilizzati  27 (90%)  
Embrioni trasferiti 28  Embrioni trasferiti  27  
Embrioni di B.Q  17 (60%)  Embrioni di B.Q  19 (70%)  
 
Tabella n°10: dati clinici di gravidanza da vitrificazione, confrontati con i dati 
ottenuti dai cicli a fresco dello stesso periodo. 
Cicli congelamento Cicli a fresco 
Cicli scongelati 10  
Cicli trasferiti 10  
gravidanze 2 (20%) 33% 
Grav. biochimiche 0 11% 
Grav. cliniche 2 (20%) 28% 
aborti 0  22% 
Grav.evolutive 2 (20%) 21% 
Implantation rate 3/17 (17,5%) 12% 
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I dati fino ad ora ottenuti con la tecnica della vitrificazione sono pochi per poter trarre 
delle conclusioni in riferimento all’età della paziente e alle caratteristiche del campione 
seminale.  
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DISCUSSIONE 
La domanda che frequentemente viene posta in relazione alle tecniche di 
fecondazione assistita è “Qual è la percentuale di successo?”. Sebbene questa 
sembra una domanda molto semplice, in realtà non è così in quanto, nel valutare i 
risultati, entrano in gioco diversi fattori che, in misura minore o maggiore 
influenzano l’efficienza del processo. 
Questo è dovuto principalmente all’utilizzo della stimolazione ovarica in quanto 
permette di ottenere un maggior numero di ovociti per il trattamento. Inseminando 
un numero maggiore di gameti permette di eliminare quelli che non si fertilizzano 
e di selezionare gli embrioni più idonei al trasferimento, quelli cioè con maggiori 
possibilità di impianto. In Italia questo non è più possibile dal 2004 quando è 
entrata in vigore la legge n°40 che obbliga gli operatore ad inseminare un numero 
di ovociti non superiore a 3. 
Da questa nuova norma legislativa, risulta molto importante trovare dei parametri 
di selezione dei gameti femminili. Al momento attuale, gli unici parametri certi 
sono lo stato maturativo, in particolare l’esclusione da un trattamento delle 
vescicole germinali, in quanto si è visto che, se maturano in coltura, danno una 
percentuale di sviluppo a blastocisti inferiore all’1% ( Chen 2000), e un’alta 
incidenza di anomalie cromosomiche e alterazioni del fuso meiotico (Racowsky 
1992, Lunfin K. 2007). 
La selezione dei gameti basata su parametri intra ed extracellulari può migliorare 
l’efficienza clinica ma l’impatto delle differenti anomalie è difficile da 
quantificare in quanto la valutazione può essere altamente soggettiva. 
78 
 
In un ampio studio sulla valutazione di 5000 embrioni allo stadio di 8 cellule si è 
dimostrato che solo il 2% di questi derivavano da ovociti con vacuoli e 
similmente un altro 2% derivava da ovociti con granulosità centrale  del 
citoplasma (Balaban 2008; Van Blerkom 1992). 
Dalla nostra prima parte della ricerca, abbiamo effettivamente trovato una certa 
corrispondenza tra alterazioni morfologiche del globulo polare e del citoplasma, e 
le percentuali, sia di sopravvivenza che della presenza del globulo polare allo 
scongelamento.  
I risultati, confermati anche con l’applicazione della tecnica di vitrificazione, ci 
hanno portato a concludere che è consigliato proporre alle pazienti il 
congelamento lento degli ovociti, quando hanno almeno 6 gameti sovranumerari 
con caratteristiche di globulo polare integro e di citoplasma senza alterazioni;  per 
la vitrificazione invece quando hanno almeno 4/5 ovociti sovra numerari con 
globulo polare integro o rugoso e citoplasma normale. 
Nell’applicazione di una attenta selezione dei gameti abbiamo trovato una 
effettiva buona risposta in termini di embrioni di buona qualità che statisticamente 
sono quelli con le maggiori probabilità di impianto. Abbiamo ottenuto infatti un 
61% di embrioni di grado a + b con il congelamento lento e un 60% con la 
vitrificazione. 
Nella valutazione dei risultati clinici abbiamo visto, in particolar modo per il 
congelamento lento, che le maggiori possibilità di successo dall’applicazione di 
questa metodica si hanno nelle donne al di sotto dei 38 anni (con una percentuale 
di gravidanza del 22%) e ancor più le pazienti con un’età inferiore ai 35 anni dove 
le possibilità di ottenere un successo dono del 26%. dati tra l’altro confermati 
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anche dai cicli a fresco dove effettivamente il fattore età gioca un ruolo molto 
importante nel raggiungimento dell’obbiettivo finale: la gravidanza. 
Se la selezione della coppia avviene anche in base alle caratteristiche del 
campione seminale abbiamo visto che nel caso di Normozoospermia si possono 
ottenere delle possibilità di gravidanza vicine a quelle che si hanno con il 
trasferimento degli embrioni nei cicli a fresco mentre nei casi di azoospermia, la 
possibilità di avere un bimbo in braccio sono veramente basse. 
I dati fino ad ora ottenuti con la tecnica della vitrificazione sono pochi per poter 
trarre delle conclusioni in riferimento all’età della paziente e alle caratteristiche 
del campione seminale. Ultimamente sono stati pubblicati diversi lavori sulla 
effettiva efficacia di questa “nuova” tecnica rispetto al congelamento lento degli 
ovociti anche se dall’altra parte altri lavori hanno invece dimostrato che 
applicando il congelamento lento su un gruppo selezionato di pazienti o 
congelando gli ovociti entro due ore dal prelievo si ottengono dei risultati di poco 
inferiori ai trattamenti a fresco. 
 
CONCLUSIONI 
 
E’ un dato di fatto che è ancora difficile valutare la vera efficacia del 
congelamento ovocitario nelle tecniche di riproduzione assistita soprattutto per la 
mancanza di dati consistenti e della riproducibilità dei risultati. 
La percentuale di impianto, per ovocita scongelato, dipende molto dal gruppo di 
pazienti considerate, dalle condizioni cliniche, dalla qualità degli ovociti e dal 
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numero di embrioni trasferiti. Dai dati in letteratura, sembra che il congelamento 
lento sia meno efficace della tecnica di vitrificazione. 
Bisogna considerare pero il fatto che i più ampi studi sul congelamento lento sono 
stati fatti in Italia dove è permesso inseminare solo 3 ovociti e che gli studi 
pubblicati sulla vitrificazione includono una severa selezione della popolazione, 
frequentemente con programmi di ovodonazione, pazienti molto giovani e con il 
trasferimento di un numero alto di embrioni. 
Il nostro studio si è basato soprattutto sulla selezione sia dei gameti che delle 
coppie. Per avere una chiara risposta su quale tecnica adottare, bisognerebbe 
applicare sia il congelamento lento che la vitrificazione sugli stessi ovociti della 
medesima paziente, in modo da escludere qualsiasi fattore esterno 
In conclusione possiamo dire di avere ottenuto dei buoni risultati considerando 
anche il fatto che molto spesso gli embrioni derivati da ovociti scongelati sono 
trasferiti su pazienti che non sono riuscite ad ottenere una gravidanza dal ciclo 
stimolato. 
In riferimento infine sullo stato di salute dei bambini nati, da uno studio condotto 
da Noyes nel 2009 è risultato che 900 bambini nati da ovociti criocongelati hanno 
presentato anomalie congenite in percentuale uguale a quella avuta con i 
concepimenti spontanei. 
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